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Abréviations et symboles

Les abréviations ont généralement éte indiquées sous la forme la plus couramment utilisée

dans la littérature, elles sont donc souvent issues de terminologie anglo-saxonne.
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total phenolic content

radical scavenging activity
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uV:
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gramme
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INTRODUCTION

Introduction

Les substances naturelles d’origine végétale sont trés recherchées en raison de leurs activites
biologiques nombreuses qui donnent des effets positifs sur la santé. Ces activités
comprennent entre autres des activités antivirales, antibactériennes, antifongiques,
insecticides, antipaludiques, antioxydantes et anticancéreuses. Ces caractéristiques font
qu’elles sont trés utilisées dans les secteurs industriels et pharmaceutiques et dans le domaine
de I’agriculture.

Aujourd’hui, I’'importance pharmacologique des métabolites végétaux augmente en raison des
découvertes continues sur leur role et leur potentiel dans les soins de santé, de 1’apparition de
résistance a certaines classes d’agents anti-infectieux et du probleme de sous-développement
d’une grande partie de la population mondiale.

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), 80% de la population africaine ont toujours
recours a la médecine traditionnelle pour les soins de santé primaire [01], d’ou ’intérét que
suscite cette médecine au sein des organisations africaines et internationales, et en particulier
I’investigation phytochimique des ressources végétales de la médecine traditionnelle. Cette
médecine est la plus accessible en termes économique, géographique et culturel.

La valorisation scientifique de la médicine traditionnelle doit conduire notamment a la mise
au point de médicaments a base de plantes. Aujourd’hui, il a été estimé que les principes
actifs provenant des végétaux représentent 25% des médicaments prescrits soit un total de
120 composés d’origine naturelle provenant de 90 plantes différentes [02].

L’Algérie posséde une richesse floristique considérable. On compte environ 3000 especes de
plantes dont 15% sont endémiques [03]. Ce potentiel de plantes médicinales comporte des
milliers d’espéces présentant divers intéréts, et est toujours peu exploré du point de vue
chimique et pharmacologique. Ce domaine constitue, un axe non négligeable de recherche
scientifique, plus particulierement dans le domaine des substances naturelles bioactives.

Le genre Thymelaea (Thymelaeaceae) consistant en environ 31 espéces [04], présent en
Algérie avec 8 especes [03]. De nombreuses especes de ce genre qui a montré des activités
biologiques [5-6], et ont fait I’objet d’investigations phytochimiques. Ces études ont montré
une richesse en metabolites secondaires bioactifs en particulier des flavonoides, des
diterpénes, des stérols, des triterpénoides et des coumarines [7-8].

Parmi les especes de ce genre, T. lythroides qui était connu dans la littérature comme purgatif
[9] est rapporté comme une plante médicinale utilisée au Maroc pour guérir differentes
maladies [10]. En Algérie T. hirsuta Endl. est recommandé par les herboristes dans le
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traitement de maladies humaines (Leishmanicide, vermifuge, eczéma) dans la région de
M'Sila [11].

Le genre Linaria est le plus connu de la famille Scrophulariaceae. Il comprend plusieurs
especes connues pour leurs propriétés thérapeutiques. Linaria japonica Miq., espece annuelle
que I’on rencontre en bordures de mer dans certaines régions cotieres du Japon, est employée
traditionnellement pour ses propriétés diurétique, purgative [12] et laxative [13]. Linaria
vulgaris Mill, qui pousse dans le nord-est de la Chine, est utilisée par les populations locales
dans le traitement de la toux, I'asthme et comme expectorant [14].

Nos recherches bibliographiques montrent que la plupart des espéces constituant le genre
Linaria sont utilisées dans la médecine traditionnelle pour leurs diverses propriétés: laxative,
antispasmodique et anti-inflammatoire, cholagogue, antirhume [15], antihémorroidaire, le
traitement des blessures et les troubles vasculaires [16]. Des études antérieures realisees sur
Linaria aegyptiaca objet de notre étude reportent I'isolement de 1’antirrhinoside, du
linarioside, de I’acide mussaenosidique et de la ladaneine [17].

Les principales parties de ce travail constituant cing chapitres, sont traitées comme suit :

e Le premier chapitre sera consacré & une présentation botanique de la famille
Thymelaeaceae et de la famille Scrophulariaceae. Ce chapitre se poursuit par des
résultats de travaux antérieurs relatifs au genre Thymelaea et au genre Linaria.

e Le deuxiéeme chapitre sera consacré a une étude bibliographique portant sur les
métabolites secondaires notamment les composés phénoliques, les acides phénoliques,
les coumarines, les flavonoides ainsi que les lignanes.

e Le troisiéme chapitre sera consacré a 1’étude phytochimique des espéces Thymelaea
microphylla et linaria aegypticaea. Pour chaque plante, nous détaillerons les étapes de
fractionnement.

e Dans le quatrieme chapitre, nous décrirons 1’identification des composés isolés dans le
troisieme chapitre, ainsi que la discussion des résultats obtenus.

e Le dernier chapitre sera consacré a 1’activité antioxydante des extraits végétaux
préparés de la plante T. microphylla et la photoisomerisation du trans tiliroside qui
est obtenu de la phase acétate d’éthyle de cette plante.

Ce travail sera cloturé par une conclusion générale.
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CHAPITRE 1 RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. La famille de Thymelaeaceae

I.1.1. Genéralités

Les Thymelacaceae sont une petite famille de dicotylédones composée de quelque 1200
especes réparties en 67 genres, Les membres de cette famille sont répandus dans les zones

tropicales et tempérées de la planéte, particuliérement en Afrique, et sont absents seulement

dans les régions aux climats les plus froids [01].

Carte de répartition géographique des Thymelaeaceae [02].

Les Thymelaeaceae ont plusieurs utilisations, elles possédent une importance économique non
négligeable surtout dans les régions ou elles poussent. Des espéces des genres Daphne, Dais,
Dirca et Pimelea sont par exemple cultivées comme arbustes ornementaux aux fleurs parfois
persistantes et généralement parfumées. L’écorce de plusieurs genres — particuliérement
Wikstroemia, Daphne, Edgeworthia et Thymelaea, est utilisée pour la fabrication locale de
papier. Dans certaines régions méditerranéennes, 1’écorce des espeéces de Daphne est utilisée
pour étourdir chimiquement les poissons. Aux Antilles, Lagetta linearia Lam., ou « arbre a
dentelle », fournit une écorce décorative [02, 03].

Les médecines traditionnelles d’un grand nombre de cultures utilisent des Thymelaeaceae
pour la préparation de traitements d’'une gamme trés étendue de troubles. Les emplois comme

émétique, purgatif, vésicant et pour le traitement de maladies de la peau, sont des exemples de

I!
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I’utilisation des effets toxiques de ces remedes traditionnels. Dans ces applications, les doses
sont cependant faibles, afin de favoriser I’effet bénéfique par rapport aux effets secondaires.
Les bases de I'utilisation de ces plantes dans le traitement d’autres maux, tels que morsures de
serpents, piqlres de scorpions, malaria et affections ophtalmiques, ne sont pas claires [01]

I.1. 2. Position systématique de la famille Thymelaeaceae [05, 06]

Reégne PLANTAE
Embranchement spermatophyta
Sous-embranchement angiospermae
Classe eudiotyledonae
Sous-classe rosidae

Ordre malvales
Famille Thymelaeaceae
Sous-Famille Thymelaeoideae

Tribu Gnidieae

Genre Thymelaea

I.1.3. description botanique des Thymelaeaceae

Les Thymelaeaceae sont principalement des arbustes et leurs caractéres morphologiques

principaux sont les suivants [02]:

« feuilles : alternes (rarement opposées) ;

* fleurs : — régulieres, gén. bisexuées, pieces florales normalement par 4 ou 5,
— regroupées en racémes, en capitules ou en fascicules,

—en forme de coupe, le réceptacle creux formant un tube profond dont le bord porte

généralement les pieces florales,
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— sépales pétaloides, apparaissant comme une continuité du tube, étamines insérées dans
le tube et corolle insignifiante ou absente,

— ovaire supere a style simple, fixé a la base du réceptacle, possédant 1 ou 2 (rarement 3
a 8) carpelles soudés, avec autant de loges renfermant chacune 1 ovule pendant axile ou
pariétal ;
* fruit :
— akene, baie, drupe ou parfois capsule,
— graine possédant peu ou pas d’albumen, embryon droit.

1.1.4. Propriétés pharmacologiques du genre Thymelaea

I.1.4.1. Utilisation en médecine traditionnelle

La recherche bibliographique menée sur 1’intérét biologique des especes du genre Thymelaea
montre qu’elles ont des propriétés thérapeutiques et sont utilisées en médecine traditionnelle.
Dans ce qui suit, nous allons citer quelques exemples d’especes de trés grande importance
pharmacologique :

Des enquétes ethnobotaniques ont montré que 7. lythroides est trés utilisée dans la médecine
traditionnelle marocaine pour combattre différents maux : mal de la vessie et des reins,
douleurs gastriques et intestinales, rhumatismes, migraines, conjonctivites, otites, certaines
mycoses dermiques, traumatismes [09]. Il est traditionnellement utilis¢ en Tunisie comme
antiseptique, anti-inflammatoire et pour le traitement de I’hypertension [07]. Au Maroc, la
partie aérienne de 7. hirsuta est utilisée comme décoction dans le traitement du diabete [08].
Par contre, en Algérie, T. hirsuta Endl. Il est recommandé par les herboristes dans le
traitement de maladies humaines (Leishmanicide, vermifuge, eczéma) dans la région de

M'Sila [10].
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1.1.4.2. Quelques activités biologiques reconnues

L’activité et I’effet biologique de quelques espéces du genre Thymelaea sont résumés dans le
tableau I.1.

Tableau n° .1 : Propriétés thérapeutiques de quelques especes du genre Thymelaea

Especes Effet et Activité biologique références

activité anti-inflammatoire et
une inhibition de 1'induction [11]
de l'arthrite adjuvante

activités antioxydantes [12]

Effet antidiabétiques et
antihypertenseurs [13]

activités antioxydantes et

antimicrobiennes [32]

T. hirsuta Activités antioxydantes et
antitumorales [15]
Effet anti mélanogénese [16]

Activité anti
hyperglycémique [17]

Inhibition de l'activité
enzymatique du produit

oncogene comme approche [18]
pour la chimioprévention du
cancer
T. microphylla Activités antioxydantes [20]
T. lythroides Activité
antifongique [21]
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1.1.4.3. Etudes chimiques antérieures sur le genre Thymelaea

Les métabolites secondaires des plantes appartenant au genre Thymelaea, sont trés nombreux
et trés variés, La plupart des produits naturels signalés et répertoriés dans le genre Thymelaea,
appartiennent au grand groupe des composés polyphénoliques et plus précisément aux
flavonoides et acides phénoliques. On retrouve également quelques composés de la famille

des stérols, des lignanes et des coumarines.
1.1.4.3. A. Les flavonoides

Au sens strict, les flavonoides sont définis comme étant des pigments végétaux quasiment
universels (dans la plupart des végétaux), responsables de la coloration des fleurs, des fruits,
parfois des feuilles. La coloration due a la présence de flavonoides est généralement la
coloration jaune. Ils existent le plus souvent sous forme d’hétérosides dont la génine du 2-
phényl chromane ou flavane.

Les différents flavonoides qui sont isolés de plusieurs espéces du genre Thymelaea sont
rassemblés dans le tableaun ° 1.2 :

Tableau n ° I. 2: Les flavonoides isolés du genre Thymelaea.

Composés Espéces Références
Yuankanin (1) T. microphylla [20]
Ditiliroside (2) /! [20]

Stenopalustroside A (3) // [20]

T. Iythroides

Tiliroside (4) [23]
Genkwanin (5) T. tartonraira [24]
Orientin (6) // [24]
Isoorientin (7) / [24]
Vitexin (8) // [24]
vicenin-2 (9) // [24]
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Kaempférol (10) / [24]
5-O-f-D-primeverosyl [24]
genkwanin (11) //
Neochamaejasmin B (12) T. microphylla [25]
Neochamaejasmin A (13) // [25]
Daphnodorin B (14) // [25]
Genkwanol A (15) T. microphylla [25]
Stelleranol (16) Vi [25]
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Ry R R; R4 Rs Rs Ry

1 H OMe H Xylo- Glu H OH H

5 H OMe H OH H OH H

6 Glu OH H OH H OH OH

7 H OH Glu OH H OH OH

8 Glu OH H OH H OH H

9 Glu OH Glu OH H OH H

10 H OH H OH OH OH H
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1.1.4.3. B. Les coumarines

La coumarine est une substance naturelle organique aromatique connue dans la nomenclature
internationale comme 2H-1-benzopyrane-2-one qui peut é&tre considérée en premicre
approximation, comme une lactone de I’acide 2-hydroxy-Z-cinnamique. Son odeur de foin
fraichement coupé a attiré¢ I'attention des parfumeurs sur elle dés le XIX®siecle. Quelques
structures de coumarines isolées du genre Thymelaea sont reportées dans le tableau 1.3.

Tableau n ° 1.3: Les coumarines isolées du genre Thymelaea.

Composés Espéces Références

Giraldoid A (17) T. microphylla [20]
T. hirsuta [12]
Coumarin (18) / [28]
T. hirsuta [26]
Daphnoretin (19) // [27]
T. tartonraira [24]
T. hirsuta [28]

Daphnorin (20)
/ [28]

6-O-methyl esculetin (21)
/ [28]
7-Hydroxycoumarine (22)

// [28]

Aesculetin (23)
/ [28]

7,8-Dihydroxycoumarin (24)

/ [28]

Daphnoside (25)
daphnetin 8-O-B-D-glucoside // [28]

(26)

Rutarensine (27) T. lythroides [23]
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Ho 0. 0. 0 m
’ / 0 0 0
17 27
R 0 0
m m
/ 0 0 0

19 R=OH Daphnoretine

20 R= Glu Daphnorine
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R;
R, 0] (0]
Ry Z

Ry R R;
18 H H H
21 H OH OMe
22 H OH H
23 H OH OH
24 OH OH H
25 OH Glu H
26 Glu OH H

1.1.4.3. C. Les lignanes

Les lignanes sont des composés polyphénoliques qui ont des activités antioxydantes et
anticancéreuses ainsi que de faibles activités estrogéniques et anti-oestrogéniques [37, 38].

Le lin est la céréale la plus riche en lignanes [39]. Quelques structures de lignanes isolés

d’especes du genre Thymelaea sont reportées dans le tableau 1.4.

I!
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Tableau n ° 1.4 Lignanes isolés de genre Thymelaea.

Composés Espéces Références
Phyllyrin (28)
T. microphylla [20]
Syringaresinol-4-O-f-D-
glucopyranoside (29) /l [20]
lariciresinol-4°’ -O-B- D -
glucopyranoside (30) // [20]
Matairesinol (31)
// [25]
Pinoresinol (32) /l [25]

I
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HO

28 29
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1.1.4.3. D. Les acides phénoliques

Un acide phénolique ou acide-phénol est un composé organique possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. La pratique courante en phytochimie
consiste a réserver ce terme aux dérivés de 1’acide benzoique et de 1’acide cinnamique.
Quelques acides phénoliques isolés du genre Tyhmelaea sont reportés dans le tableau 1.5.

Tableau n ° L.5: Les acides phénoliques isolés du genre Thymelaea.

Composés Espéces Références
3,4-dihydroxybenzoic acid (33) T. microphylla [20]
octadecanoic acid (34) T. hirsuta [32]
9,12-octadecadienoic acid (9Z, /l
127) (35) [32]
benzoic acid (36) /l [32]
o-hydroxybenzoic acid (37) /l [32]
m-hydroxybenzoic acid (38) /l [32]
p-hydroxybenzoic acid (39) /l [32]
vanillic acid (40) /l [32]
p-hydroxyphenylacetic acid (41) /l [32]
The caffeic acid (42) /Il [32]
alpha-linolenic acid (43) /l [32]
hydrocinnamic acid (44) /l [32]
ferulic acid (45) /1 [32]
p-coumaric acid (46) /l [32]
/1
oleanolic acid (47) T.microphylla [33]
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HO z Z
(0]
A
HO (CHy)16
35) (34)
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OH
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(33) H OH OH
(36) H H H
37 OH H H
(38) H OH H
39) H H OH
(40) H OMe OH




CHAPITRE 1 RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE
R1
R>
X OH
Rj
R; R: R;
42) H OH OH
(45) H OMe OH
(46) H H OH
OH
0
[ P
HO HO : : ‘
41 43
(0]
OH
44 47



CHAPITRE 1

1.1.4.3. E. Les stérols

RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

Les stérols sont un groupe de lipides composés d'une structure chimique particuliére appelée

noyau stérol. Les stérols sont présents chez les animaux et les végétaux. Ils sont des

constituants essentiels des membranes des cellules. Quelques stérols isolés du genre

Thymelaea sont reportés dans le tableau 1.6.

Tableau n ° L.6: Les stérols isolés du genre Thymelaea.

Composés Espéces Références
B-Sitosterol-3-O-glucoside T. microphylla [33]
(48)
T. hirsuta [27]
[B-sitosterol (49) T. microphylla [33]
T. hirsuta [34]
Stigmasta-5,22-dien-3-ol, Vi [34]
(3B,22E) (50)
T. passerina [29]
Campesterol (51) T. hirsuta [35]
Cholesterol (52) // [36]
Lanosterol (53) // [36]
/! [36]

Nimbosterol (54)
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I.2.La famille Scrophulariaceae
1.2.1. Généralités

La famille Scrophulariaceae est cosmopolite et se trouve principalement dans les régions
tempérées de 1'hémispheére nord. Elle comprend 190-220 genres dont le genre Linaria et de

2600 a 4000 especes [40].

Ce sont des plantes herbacées, plus rarement des arbustes ou des arbres [41].

7
% ;EQ%{L 72 7 o
Ay S e

e S AR e~

Distribution géographique des Scrophulariaceae

1.2.2. Description botanique

Les Scrophulariaceae sont généralement des herbes, des arbustes ou des lianes, rarement
arbres, annuelles ou vivaces. Certains représentants sont hémi-parasites sur les racines de
leurs hdotes comme le Rhinanthae, Leurs feuilles sont alternes ou opposées, sans stipules. Le
type de l'inflorescence est variable. Les fleurs sont cycliques, gamopetalous, hypogyne,

bisexuées, zygomorphes, avec un calice persistant et une corolle plus ou moins bilabiée,

parfois stimulé ou actinomorphe.
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Les étamines sont généralement didynamous et insérées sur la corolle, parfois accompagné
par staminodes. L'ovaire est supérieur, bicarpelled, biloculaire, avec une stigmatisation de
terminal. Le fruit est une capsule généralement sec, avec différents types de déhiscence ou,

plus rarement, indéhiscent [42, 43].

1.2.3 Position systématique de la famille Scrophulariaceae

Super- embranchement spermatophyta
Embranchement angiospermae
Classe eudicotyledonae
Sous-classe asteridae
Ordre lamiales
Famille Scrophulariaceae
Tribu Antirrhinae
Genre Linaria

Position systématique des Scrophulariaceae [44].

1.2.4 Propriétés pharmacologiques du genre Linaria
1.2.4.1 Utilisation en médecine traditionnelle

Le genre Linaria est le plus connu de la famille Scrophulariaceae. Il inclut plusieurs especes
réputées pour leurs vertus thérapeutiques, Linaria vulgaris Mill., plante qui grandit en
Bulgarie [45], employée en médecine populaire pour ses diverses propriétés: laxative,
traitement des inflammations de la vessie, éruptions cutanées ainsi que les hémorroides [46].
Cette plante aussi qui se trouve dans le Nord-Est de la chine, est utilisée par la population
locale dans le traitement de la toux, de ’asthme et comme expectorant [47].

Quelques autres utilisations d’especes du genre Linaria ont été reportées dans la médecine
populaire pour leurs diverses propriétés: antithémorroidaire, traitement des blessures et des

troubles vasculaires [48], laxatives, spasmolytique et anti- inflammatoire, cholagogue... [49].
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1.2.4.2 Quelques activités biologiques reconnues pour les produits de
Linaria

Le tableau 1.7 reporte quelques activités biologiques reconnues pour des produits isolés du

genre Linaria.

Tableau 1.7: L’activité et I’effet biologique de quelques espéces du genre Linaria

plantes produits Effet et Activité références
biologique
Isolinaridiol L'activité
antitumorale (tumeur
isolinaritriol triacetate du poumon H-549) [50]
//

15,16-diacetate of
isolinaritriol

E-isolinaridia

15,16-diacetoxy-12,13-15,16-
diepoxy-ent-clerod-3-ene
L. saxatilis

15,16-Diacetoxy-ent-cleroda-

des cellules
3,12E-diene

d'adénocarcinome du [50]
cOlon HT-29

15-Acetoxy-11,15-epoxy-ent
cleroda-4(18), 12-dien-16-al

Isolinariin A

pectolinarigenin
L. reflexa Isolinariin B une activité anti- [51]
proliférative
Linariin

I!



CHAPITRE 1

RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

L. reflexa

Pectolinarin

Linariin

Isolinariin A

Activité anti-AChE

Isolinariin B

[52]

L. vulgaris

p-Coumaric acid

Pectolinarin

Linariin

inflammatoires et
anti-allergiques

Acacetin

Linaroside

[53]

Pectolinarin

Luteolin

Acacetin

antitussif utile et

Pectolinarigenin

anti-inflammatoire

Hispidulin

[54]

L. kurdica

Antirrhinoside

le 5-O-allosylantir-rhinoside

Inhibition contre l'a-
glucosidase

Antirrhide

[55]
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1.2.4.3. Etudes chimiques antérieures sur le genre Linaria

1.2.4.3.A. Les flavonoides

Le terme « flavonoide » désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la

famille des polyphénols. Ils sont considérés comme les pigments quasiment universels des

végétaux. Tous les flavonoides posseédent le méme élément structural de base, a savoir

I’enchainement 2-phénylchromane [56]. Le genre Linaria a montré une richesse incontestée

en flavonoides. Le tableau 1.8 reporte quelques flavonoides isolés d’especes du genre Linaria.

Tableau n ° L.8: les flavonoides isolés du genre Linaria.

Composés Espéces Références

L. macroura [60]
apigenin (55) L. canadensis [61]
L. reflexa [62]
Ladanein (56) L. aegyptiaca [63]
Scutellarein-4’ -methyl ether (57) L. aeruginea [64]
Hispidulin (58) L. vulgaris [65]
Quercetin-7-O-rutinoside (59) L. canadensis [61]
L. kurdica [66]

Linaroside (60)
L. sessilis [67]
Pectolinarigenin (61) L. vulgaris [65]
L. reflexa [62]
Acacetin-7-O-B- D - glucopyranoside L. kurdica [66]

(62)
L. aeruginea [64]
L. kurdica [66]
acacetin (63)

L. macroura [68]
L. vulgaris [65]
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Diosmetin-7-O-f- D -glucoside (64) L. macroura [60]
Luteolin-7-O-glucuronide (65) L. canadensis [61]
Luteolin 7-O-glucoside (66) L. macroura [60]
L. canadensis [61]
L. macroura [60]
Luteolin (67)
L. vulgaris [65]
L. canadensis [61]
Apigenin-7-O-f- D -glucoside (68) L. macroura [60]
Genkwanin-4’-O-rutinoside (69) L. canadensis [61]
L. macroura [60]
Diosmin (70)
L. haelava [69]
Isolinariin B (71) L. reflexa [54]
Isolinariin A (72) L. japonica [71]
L. vulgaris [72]
L. japonica [71]
Linariin (73) L. aucheri [73]
L. reflexa [54]
L. kurdica [59]
L. vulgaris [75]
Linarin (74) L. japonica [71]
L. haelava [69]
L. kurdica [59]
L. vulgaris [75]
L. vulgariformis [76]
L. japonica [77]
Pectolinarin (75) L. kurdica [76]
L. haelava [69]
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L. simplex [78]
Genkwanin (76) L. canadensis [61]
L. macroura [60]
Diosmetin (77) L. vulgaris [75]
L. canadensis [61]
Chrysin (78) L. vulgaris [79]
3,5-Di-O-methylkaempferol (79) L. dalmatica [80]
Quercetin (80) L. vulgaris [68]
Myricetin (81) L. macroura [60]
Aureusin (82) L. maroccana [81]
Hesperidin (83) L. vulgaris [82]
OCH, OH
RO o HO o)
HO HaCO
OH o OH o)
56 R=CHj3
57 R=H 58
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OR;

Rs0

64 R,=CH3 R,=OH R3;=Glu
65 Ri=H R;=OH R;3;=Glu A
66 Ri=H R;=OH R3=Glu
67 Ri=R;=H R2=0OH
68 Ri=R,=H R3=Glu
69 Ri=Rut R;=H R3;=CH;

70 Ri=CH3 R,=OH R3;=Rut
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60 Ri=Glu R>=OCHj3

61 Ri=H R;=0CH;
62 R;=Glu R>=H

63 Ri=R>=H
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OH o

71 Ri=OCH3 R;=R4s=H R3=Ac
72 Ri=0OCH3 R3=Rs=H R:;=Ac
73 Ri=OCH3 R;=R3=H R4=Ac
74 Ri=R;=R3=Rs=H

75 R] =OCH3 R2=R3=R4=H

OH
OH O

OH

OCH,4

OH o
55 R=H 77
76 R=CH;
OCHj
OH
OH
H,CO o)
HO )
OCH;
OCH;
OH o) OH o)
78 79
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OH
OH
OH
HO o}
R o
HO
HO
OH
OH 6]
80 R=OH 82
81 R=OH
CH
HO
HEO~ Rt
Haiz- 2
0OH
.,-:J" AICH,
HO~ a0, |
. :l-._ _.-"'.:::%__. " -'ﬁ -

83

1.2.4.3.B. Les stéroides

Les stéroides représentent un ensemble de molécules dérivées du cholestérol ou de ses
homologues particuliérement abondants dans les végétaux et les animaux. Cette classe de
substances naturelles présente une sous-classe de triterpénes. Les quatre cycles sont désignés
par les lettres A, B, C et D (Figure II ; 1. 1). Les travaux effectués sur des espéces du genre
Linaria ont montré une bonne accumulation de ce type de molécules par ce genre. Le tableau

1.9 reporte quelques stérols isolés d’especes du genre Linaria.
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)

Figure 1. 1 : Structure de base des stéroides

Tableau n ° 1.9: Stéroides isolés du genre Linaria.

Composés Espéces Références
[B-sitostérol (84) L. vulgaris [59]
Daucosterol (85) /! [51]
Stigmasterol (86) Linaria sp [80]
6p-hydroxystigmast-4-en-3-one L. vulgaris [57]
87)
3B-hydroxy stigmast-5-en-7-one /l /l
(88)
daucosterol palmitate (89) /! /l
Sa,8a-epidioxyergosta-6,22- // /
diene-3B-o0l (90)
ergosta-7,22-diene-3f, Sa, 6f3- // /!
triol (91)
cycloart-25-ene-3f3-,24 1 —diol // [14]
92)
cycloart-23-ene-3f, 25-diol (93) // /
Stigmastadienone (94) // [74]
9,19-cyclolanost-24-en-3-ol (95) L. multicaulis [19]
Fucosterol (96) // /
Campesterol (97) // /
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stigmasta-5,24-dien-3-ol (98) /l //
Ergost-7-en-33-0l (99) L. aucheri [73]

stigmasta-5,22E-dien-3-ol (100)

//

1

stigmast-5-en, 24S-3B-o0l (101)

//

1
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99 100 101

1.2.4.3.C. Les acides phénoliques

Les composés phénoliques ou polyphénols constituent une famille de molécules organiques
largement présente dans le regne végétal [58], ce sont des métabolites secondaires,
caractérisés par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres
ou engagés avec un glucide [04]. Un nombre important d’acides phénoliques a été isolé du

genre Linaria. Quelques molécules de ce groupe dont reportées dans le tableau I.10.

Ig



CHAPITRE 1 RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

Tableau n ° I.10: Les acides phénoliques isolés du genre Linaria.

Composés Especes Références

protocatechuic acid (102) L. vulgaris [30]
gallic acid (103) // [30]
p-hydroxybenzoic acid (104) // [30]
vanillic acid (105) // [30]
salicylic acid (106) // [30]

/I [70], [79]

gluco-syringic acid (107)

methoxybenzoic acid (108) /l [79]

Caffeic acid (109) / [70], [79]
p-coumaric aci (110) L. vulgaris [79]
ferulic acid (111) /l [70]
homoprotocatechuic acid (112) /! [70]
O- /! [70]

hydroxyphenylacetic acid (113)

chlorogenic acid (114) L. macroura [60]
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O
(0]
Ry
OH
R4 \
OH
R2 R4
Rs R,0

102 Ri=R>=0H, R3;=R4=H 109 R;=OH, R,=H
103 Ri=R>=R3=0H, Rs=H 110 Ri=R=H
104 Ri=R3=R4=H, R,=0OH 111 Ri=0OCH3, R,=H

105 R,=0CH3, R,=OH, R:=Rs=H
106 R;=R,=R3;=H, R,=OH
107 Ri=R;=OMe, R,=OGlu, Rs=H

108 Ri=R3=R4=H, R,=0OCH3

OH
R, R HO RN OH
(@)
o)
Rs OH (%H
112 Ri=H, R;=R3=0H 114

113 R=OH, R,=R3;=H
1.2.4.3.D. Les composés phénoliques glycosylés

En chimie organique, les phénols sont des composés chimiques aromatiques portant une
fonction hydroxyle-OH. Les dérivés portant plusieurs fonctions hydroxyle sont appelés des
polyphénols. Un bon nombre de composés phénoliques glycosylés ont été isolés du genre

Linaria. Quelques molécules de ce type sont reportées dans le tableau I.11.
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Tableau n ° L.11: Quelques composés phénoliques glycosylés isolés du genre Linaria.

Composés Especes Références
Salidroside (115) L. japonica [22]
Syringine (116) // [22]
B-D- // [22]
glucopyranose-1-ferulate (117)
benzyl alcohol § - D -(2° -O- L. vulgaris [79]
p -xylopyranosyl)-glucopyranoside
(118)
benzyl alcohol O- § - D - /! [79]
glucopyranoside (119)
benzyl /! [79]
alcohol O-f - D -primveroside (120)
3,5-dimethyl-4-hydroxybenzaldehyde /l [79]
(121)
2,4-di-tert butylphenol (122) /! [79]
Liriodendrin (123) /l [79]
verbascoside (124) L. haelava [69]
HOH
Eci-ﬂl:: CH OCH,
HO
H
© OGle
H,CO OCH,4
OGlc ; 0
OGlc
115 116 117
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o HO

OH
HO
Hm Oﬁj

GlcO

118 119

o HO
i HO OH
HO oH o
HO O D
HO
HO
H

OH

120 121 122

123 124
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CHAPITRE II LES METABOLITES SECONDAIRES

I1. 1. Métabolites secondaires des plantes

Il. 1. 1. Introduction sur le métabolisme secondaire

On désigne par « métabolite secondaire » toute substance présente chez un organisme et qui
ne participe pas directement aux processus de base de la cellule vivante. Ce concept est
historiquement attribué a Kossel [01] qui I’introduisit par opposition a celui de métabolites
primaires, ces derniers étant directement impliqués dans les grandes voies du métabolisme
basal de la cellule. Chez les végétaux, ces composés secondaires regroupent plusieurs dizaines
de milliers de molécules différentes, généralement rassemblées en superfamilles chimiques
telles que les polyphénols, les terpenes et stéerols, les alcaloides, les polycétides, etc.

Outre, la trés grande diversité chimique qu’ils représentent ces métabolites secondaires se
caractérisent généralement par de faibles concentrations dans les tissus végétaux
(généralement quelques pourcents du carbone total, si on exclut la lignine de cette catégorie)
ainsi que par leur stockage souvent réalisé dans des cellules ou organes dediés.

Pour ce qui concerne leurs fonctions chez les plantes, les métabolites secondaires exercent un
role majeur dans 1’adaptation des végétaux a leur environnement. Ils assurent des fonctions
clés dans la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogenes, herbivores, etc.) et
abiotiques (UV, température, etc...). Sur le plan agronomique, le réle de ces composeés dans la
protection des cultures est connu (résistance aux maladies cryptogamiques, aux infections
bactériennes, a certains insectes), mais ceci a éte relativement peu exploité en ce qui concerne
le développement de variétés résistantes.

Ces meétabolites secondaires constituent, aujourd’hui, un des leviers d’une possible
intensification écologique de I’agriculture, en substituant notamment 1’usage d’intrants
chimiques par des mécanismes de défense naturelle des plantes. D’un point de vue
pharmacologique, les métabolites secondaires constituent la fraction la plus active des
composés chimiques présents chez les végétaux et on estime aujourd’hui qu’environ 1/3 des
médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins une telle substance végétale
[02].

Cette efficacité pharmacologique des métabolites secondaires s’est traduite par le
développement de médicaments majeurs dans les 30 dernieres années, tel que le Taxotere®
(Sanofi-Aventis), ou la Vinorelbine® (Pierre Fabre Médicaments) utilisés dans le traitement

de certains cancers.
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I1. 1.2. Synthése des métabolites secondaires chez les végétaux

De nombreuses familles de métabolites secondaires ont fait 1’objet de recherches actives lors
des 30 derniéres années et certains processus de synthése sont aujourd’hui bien décrits,
comme dans le cas des flavonoides [03] des dérivés d’acide caféique [04], des coumarines et
furocoumarines [05-07], des terpenes et stérols [08] ou de certains alcaloides [09]. Cependant,
dans la mesure ou les plantes élaborent des dizaines de milliers de composés secondaires, de
nombreuses voies restent encore a découvrir aujourd’hui. L’organisation de la synthése des
métabolites secondaires est schématisée au travers de I’exemple des furocoumarines,
molécules de défenses bien connues de la famille des Apiacées (céleri, persil, panais, etc...)
[10].

D’une maniere genérale les stress environnementaux, qu’ils soient biotiques ou abiotiques,
provoquent des cascades réactionnelles conduisant a la transcription de certains génes
appartenant a des superfamilles de « facteurs de transcription » (ex : MYB, MYC, WRKY,
ORCA etc...). Lorsqu’ils sont transcrits, ces genes vont générer la synthése de protéines
spécifiques qui déclencheront a leur tour I’activité transcriptionnelle d’autres familles de
génes codant pour des enzymes directement impliquées dans la synthése des métabolites
secondaires (ex : géne codant pour les enzymes PAL et C4H).

L’¢étude des voies de biosynthese des métabolites secondaires suppose donc d’identifier les
différentes molécules chimiques intermédiaires et de comprendre les fonctions des différentes

enzymes ainsi que les processus de régulation associés.
I1. 2.Les flavonoides

Il. 2. 1. introduction

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus dans
le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. On attribue a ces
flavonoides des propriétés variées: Antitumorales, Anticarcinogénes, Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et Antioxydantes [06]. Ils sont également connus pour moduler 1’activité de
plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Le terme flavonoide regroupe une trés large
gamme de composes naturels polyphénoliques.

On distingue différents types de noyaux : flavones, flavonols, flavanones, flavanonols,
flavanes, flavan-3-ols, flavylium, chalcones, aurones, isoflavones, isoflavonols, isoflavanes,

ptérocarpanes, coumaronochromones, 3-arylcoumarines, coumestanes, roténoides etc...

| 5
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Les flavonoides ont tous une origine biosynthétique commune. Ce groupe de composés est
défini par une structure générale en Cis, caractérisée par un enchainement Ar-Cs -Ar.

11. 2.2.Définition

Le terme « flavonoide » désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols. lls sont considérés comme les pigments quasiment universels des
végétaux. Tous les flavonoides possedent le méme élément structural de base, a savoir

I’enchainement 2-phénylchromane (Fig. 11.1) [11].

Fig. 11.1: 2-phénylchromane

C’est chez les Angiospermes que la diversité structurale des flavonoides est maximale. Ils
sont de facon tres générale localisés dans les feuilles (dans I’épiderme ou entre 1I’épiderme et
le mésophylle), dans les fleurs (cellules épidermiques) ou encore dans les fruits (tégument
externe) [11].

11.2.3. Classification

IIs peuvent étre regroupés en une douzaine de classes selon le degré d’oxydation du noyau
pyranique central, lequel peut-étre ouvert et recyclise en un motif furanique

(dihydrofuranone). La Figure 2 illustre les principales classes de flavonoides.
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Fig. 11.2: Les principales classes de flavonoides [10].

De fagon générale, les flavonoides peuvent étre hydroxylés en position 3, 5, 7, 3°, 4°, 5’et/ou
6’. Un ou plusieurs de ces groupes hydroxyles sont fréiquemment méthylés, acétylés, prénylés
ou sulfatés. Les formes libres, sans sucres attachés sont appelés les génines ou aglycones [10].
Les « flavonoides minoritaires » sont représentés par les chalcones, les dihydrochalcones, les
aurones, les flavanones, les dihydroflavonols et les anthocyanidols (structures encadrées dans
la Figure 2) [11].

I1. 2.4. Biosynthése des flavonoides :

Comme ca a été précisé auparavant, les flavonoides possédent un squelette de base a 15
atomes de carbone. Ce dernier est constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une
chaines en C3, on parle alors de chalcones. Ces derniéres représentent le précurseur commun
de tous les autres flavonoides [12-14].

La chalcone est métabolisée sous I’action de la chalcone isomérase en flavanone :
naringénine. C’est sur cette derniére qu’agit ensuite la flavone synthase ou la (2S)- flavanone
3-hydroxylase pour donner les flavones : apigénine, dihydroflavonol et (2R-3R)
dihydrokaemphérol respectivement.

Les deux enzymes citées fonctionnent différemment : la premiere introduit la double liaison

entre les carbones 2 et 3, tandis que la deuxiéme catalyse I’hydroxylation du C-3. Le

e
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dihydroflavonol en présence de la flavonol synthase ou la dihydroflavonol-4- reductase, se
métabolise en flavonol, kaempférol ou en flavan-3,4-diol et leucoanthocyanidol
respectivement [15, 16].

Toutes les voies métaboliques intervenant dans la biosynthése des flavonoides peuvent étre

simplifiées comme schématise dans la Figure 3.

oY == X

¥ Aunromes
ik Chalcomes

|

Amthocyanidols

Fig. 11.3: Biosynthése de différentes classes de flavonoides [17].
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I1. 2.5.Propriétés chimiques et physiques de flavonoides

La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, le degré
d'’hydroxylation, d'autres substitutions et les conjugaisons, et le degré de polymérisation. Ils
varient dans la structure autour de I'anneau hétérocyclique de I'oxygéne, mais ont tous la
caractéristique Cs-C3-Cs [18].

Les activités biochimiques des flavonoides et leurs métabolites dépendent de leur structure
chimique et l'orientation relative des divers fragments de la molécule. Les études sur les
flavonoides par spectrophotométrie UV ont révélé que la plupart des flavones et de flavonols
présentent deux grandes bandes d'absorption: la Bande I (320-385 nm) représente le cycle B
tandis que la Bande 11 (250-285 nm) correspond au cycle A [19, 20].

les Groupes fonctionnels lies au squelette flavonoide peuvent entrainer un changement dans
I'absorption, comme vers 367 nm pour le kaempférol a cause de la présence des groupements
hydroxyles dans les positions C-3, C-5, C-7 et C-4’ ; a 371 nm dans la quercétine & cause de
la présence de groupements hydroxyles dans les positions C-3, C-5, C-7, C-3” et C-4’ et a
374 nm dans la myricétine a cause de la présence de groupements hydroxyles dans les
positions C-3, C-5, C-7, C-3’, C- 4’ et C-5’ [19, 21].

La réactivité chimique élevée de flavonoides est exprimée dans I’affinité des liaisons aux
polymeres biologiques et métaux lourds des ions, et aussi dans la capacité de catalyser le
transport des électrons et a piéger les radicaux libres [22].

Les flavonoides sont un groupe de composés phénoliques qui partagent une certaine structure
commune caractéristique et des propriétés physico-chimiques, qui sont importants dans la
détermination de leurs effets biologiques. [23].

Les flavonoides peuvent agir comme :

v' Des antioxydants

v Un enzyme inhibiteur

v" Des précurseurs de substances toxiques, et de fournir la résistance aux pathogenes.
[23].
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I1. 2.6 .Stabilité des flavonoides

Il.2 .6 .A. Parametres affectant la stabilité des flavonoides

Les parametres qui peuvent agir sur la stabilité des flavonoides sont : la lumiére, le pH, la
température, la nature du solvant, la présence d’enzyme. Ainsi, une ¢élévation de la
température et du pH, la présence d’ions métalliques favorisent la dégradation des
flavonoides. En effet, la stabilité¢ est plus faible a des pH basiques en raison d’une
augmentation de 1’oxydation de ces molécules due soit a une déprotonation de ces composés
(diminution du potentiel d’oxydation), soit a une stabilisation de I’oxydant (anion
superoxyde). La nature du solvant affecte le mecanisme de degradation des flavonoides. En
effet, lors de 1’étude de la dégradation de la quercétine par le DPPH (1,1-diphenyl-2-
picrylhydraxyl), Fargeix (2000) [25] a observé la formation de produits différents en milieu
protique et aprotique. De méme, Tommasini et al. (2004) [24] ont rapporté, lors de 1’étude de
la photostabilité de la 3-hydroxyflavone, des voies de dégradation différentes selon la nature
du solvant avec une amélioration de la stabilité en présence de cyclodextrines.

1. 2. 6. B. Autoxydation des flavonoides

Les cinétiques et les mécanismes d’oxygénation des flavonoides ont été¢ étudiés par
Fargeix(2000) [25] Balogh-hergovich et Speier (2001) (28), [26] Mochizuki et al. (2002) [27].
Cependant, le pH, la présence d’ions métalliques affectent 1’auto-oxydation de la catéchine en
milieu aqueux [26]. Les produits formés au cours de 1’auto-oXydation sont tres variables
mettant en évidence différentes voies de dégradation selon la nature du flavonoide et des

conditions de conservation (figure 1.04).
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Fig. 11.4: Les différentes voies de dégradation des flavonoides.
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I1. 2.6.C. Effet de la structure du flavonoide sur la stabilite

La stabilit¢ des flavonoides est affectée par la nature du flavonoide et la présence de
substituants (glycosylation, acylation, polymeére). En effet, Friedman et Jurgens (2000) [28]
ont observé que la stabilité des flavonoides et de certains acides aromatiques, vis-a-vis du pH,
est plus élevée que dans le cas d’autres composés phénoliques en raison d’une stabilisation
accrue par résonance des intermediaires de type phénoxy et quinoique. Il a été aussi reporté
que la stabilité des flavones a la lumiére est plus importante que celle des flavonols [29].
Ainsi, 1’absence d’un groupe hydroxyle libre en position 3 sur les flavones a un effet positif
sur la stabilité en particulier a la lumiére. Les flavones et les flavonols glycosylés en position
3 sont donc moins réactifs. En ce qui concerne I’hydroxylation, Markris et Rossiter (2002)
[30] n’ont pas observé d’effet sur la stabilité en comparant les mécanismes de dégradation de
la quercétine et de la morine. Par contre, le mécanisme de dégradation a la température de la
génisteine et de la daidzeine est différent [31].

D’autre part, Smith et al. (2000) [29] et Makris et Rossiter (2000) [30] ont comparé des
molécules aglycones a des glycosylées et ils ont reporté respectivement que la quercétine 3-
galactoside et la rutine ont une photostabilité et une thermorésistance plus élevée que la
quercétine. L’effet de I’acylation sur la stabilité des flavonoides a été étudié par Perrier et al.
(1998) [32] et Svehlikova et al. (2004) [33].

Ils ont observé respectivement que la stabilité vis-a-vis de la température, de la lumiere et du
pH de [I’hespéritine, 1’isoquercitrine, 1’apigénine-7-glucoside a été améliorée par
I’introduction de groupements dodécanoate, aromatiques, acétate et malonate. L’effet de
I’acylation par les acides aromatiques sur la stabilité a été attribué a des interactions de type
hydrophobe intra et/ou intermoléculaire ou a un 7-m stacking entre la partie génine du
flavonoide et la partie acyle. L’effet de la polymérisation sur la stabilité de 1’épicatéchine a
été décrit par Zhu et al. (2002) [34].

I1.2.7. Sources naturelles des flavonoides

Les flavonoides sont le groupe le plus courant des composés phénoliques diffusés dans les
plantes, ils sont produits pratiquement dans toutes les parties de la plante, en particulier dans
les cellules végétales de la photosynthese. lls font partie intégrante des deux alimentations
humaine et animale [36, 35].

Les flavonoides ne peuvent pas étre synthétises par I'nomme et les animaux [19]. Les

flavonoides trouves chez les animaux sont considérées comme originaires des plantes
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consommes par les animaux au lieu d'étre biosynthétisés localement. Plus de 5000 différents
flavonoides d'origine végétale ont été isolés de diverses plantes [19].

Ils sont classés en au moins 10 groupes chimiques comme les Flavanones, les flavones, les
isoflavones, flavanes (flavanols), anthocyanes, flavonols, et sont particulierement communs
dans I’alimentation [19, 37, 38], comme indiqué dans le tableau 1. Les flavonols sont les
flavonoides les plus abondants dans les aliments avec notamment la quercétine, le kaempférol
et la myricétine. Les flavanones se trouvent principalement dans les agrumes les fruits et les
flavones sont également bien accumulées par certaines plantes notamment le céleri.

Les catéchines sont présents en grande quantité dans les thés verts et noirs, et dans le vin
rouge, alors que anthocyanes se trouvent dans les fraises et autres fruits. Les isoflavones se
trouvent presque exclusivement dans les légumineuses notamment les aliments a base de soja.
Les flavonoides sont un composant majeur de la coloration de la floraison plantes, qui se
trouvent dans tous les aliments végétaux [39].

Les Flavonoides dans la nourriture sont généralement responsables de la couleur, du godt, de

la prévention de I'oxydation des graisses, et la protection des vitamines et des enzymes.
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Tableau 11.1 : Les principaux sous-groupes de flavonoides et leur source alimentaire.

sous-groupe couleur flavonoides Les sources
représentatifs alimentaires
Les anthocyanes bleu, rouge, violettes | Cyanidine fruits et fleurs
Flavanols incolore catéchines, Pommes, houblon,
gallocatéchine, thé, biére.
I'épicatéchine,
épigallocatéchine
gallate
Jaune Procyanidine vin, jus de fruits
théaflavine thé noir.
flavanones Incolore hespéridine fruits agrumes
Pale naringénine cumin oranges,,
pamplemousses,
jaune néohespéridine menthe poivrée
Flavones jaune pale apigénine, chrysine, les céréales, Herbes,
lutéoline, les fruits, le persil.
Diosmétine, lutéoline
Les isoflavones Incolore Daizeine, la Iégumineuses (soja
génistéine, la par exemple)
glycitéine,

formononétine
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I1. 2.8. Les flavonoides présents dans les aliments

Au niveau des aliments, les flavonoides trouvés dans les montants les plus élevés dans
I'alimentation humaine renferment les isoflavones de soja (génistéine, daidzéine, la
biochanine A), flavonols (quercétine, myricétine, kaempférol), et les flavones (apigénine et
lutéoline) [40]. Les niveaux de flavonoides individuels et totaux dans les aliments sont
influencés par des facteurs génétiques tels que les especes, conditions de I'environnement
telles que la lumiére, la maturité [37, 41, 42].

La présence de flavonoides dans les aliments varie d’un élément alimentaire a un autre, a titre
d’exemple, et bien que la plupart des fruits et certaines légumineuses contiennent des
catéchines, les niveaux varient de 4,5 mg / kg dans les kiwis a 610 mg / kg dans le chocolat
noir [43]. Pour le quercétine, le niveau de ce dernier dans les parties comestibles des légumes
est généralement inférieur a 10 mg / kg [44, 45]. Dans le thé noir, la quercétine varie de 10 a
25 mg / |, tandis que le kaempférol et myricétine varient de 7 a 17 mg/ | et de 2 & 5 mg /litre,
respectivement. Le thé est la seule boisson qui contient la gallocatéchine (GC),
I'épigallocatéchine (EGC), I'épicatéchine gallate (ECG), et le gallate d'épigallocatéchine
(EGCG), en plus de catéchine et I'épicatéchine (CE) [46].

Le thé vert a le plus haut niveau de composés phénoliques parmi les aliments, pouvant aller
jusqu'a 35% de la matiere seche [37].

I1. 2.9.Les flavonoides et leurs avantages pour la santée

Les flavonoides sont des antioxydants phénoliques d'origine naturelle qui sont présents dans
I'alimentation humaine. lls contribuent aux propriétés antioxydantes des Iégumes verts, des
fruits, du vin rouge et du chocolat.

Les flavonoides ont été signalés pour posséder une variété d'activités biologiques, y compris
les anti-allergique, anti-inflammatoire, antivirale, antiproliferative [47]. Les flavonoides ont
recu une attention considérable en raison de leurs effets bénéfiques comme antioxydants dans
la prévention des maladies humaines telles que le cancer, les maladies cardio-vasculaires et
certains troubles pathologiques, les ulceres gastriques et duodénaux, les allergies, la fragilité
vasculaire et les infections virales et bactériennes [40]. Dans I'ensemble, les flavonoides ont

montré un large éventail de propriétés pharmacologiques [40, 47].
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I1. 3. Les coumarines

I1. 3.1. Introduction

Les coumarines (benzopyran-2-ones) constituent une classe importante des composés
naturels, ils sont largement utilisés dans la parfumerie, la cosmétique, 1’agrochimie et les
industries pharmaceutiques. Plusieurs derivés de la coumarine ont été préparés par voie de
synthése et signalés posséder des propriétés cardiovasculaire, contre le vieillissement,
antibactérienne et photosensible. La chimie des coumarines a recu beaucoup d'attention et
est utilisée par les chimistes pour développer plusieurs produits utiles.

Plus de 1300 coumarines ont été identifiés comme métabolites secondaires a partir de plantes,
de bactéries et de champignons [48].

Les coumarines ont été initialement trouvées dans la féve de tonka (Dipteryx odorata sauvage)
et sont reportées dans environ 150 espéces différentes réparties sur pres de 30 familles
différentes. Les familles les plus riches en coumarines sont : les Légumineuses, les Rutacees,
les Apiacées et les Thyméléacées. Elles se trouvent dans toutes les parties des plantes et
également dans les fruits [49].

I1. 3. 2. Définition

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de la feve tonka, d’ou la
coumarine (Figure 11.5) fut isolée pour la premiere fois en 1820 [50], c’est une substance
naturelle aromatique, la coumarine (Figure 11.2) est utilisée en parfumerie. Son odeur se

rapproche de la vanilline et du foin fraichement coupé.

Figure 11.5: Squelette de base des coumarines

Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur concentration
mais aussi suivant I’espéce [51]. Dans la cellule, les coumarines sont principalement présentes sous
forme glycosylée. Cette glycosylation serait une forme de stockage permettant d’éviter les effets

toxiques des coumarines sur la cellule et la croissance des plantes [52].
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Le role des coumarines dans les plantes est encore obscur, bien que leur distribution semble
étre en corrélation avec la capacité de protéger contre la maladie ou l'infection [53], il a
également été suggére que leur rble peut étre en tant que régulateurs de croissance des plantes
[54].

I1. 3. 3. Classification

La coumarine est le point de départ d’une famille de composés, qui se forment par une
substitution sur un cycle aromatique [55]. La majorité des coumarines sont substituées en C-7
par un hydroxyle. Les Coumarines naturelles sont principalement classees en six catégories

basees sur les composés de la structure chimique.
A-coumarines simples
Les coumarines les plus répandues dans le régne végétal possedent des substitutions (OH

ou OCHs) en 6 et 7. Quelques exemples de ce type de composés sont reportés dans le
Tableau 11.2.

Composé R1 R2 Rs R4 Rs
Coumarine (1) H H H H H
Herniarine (2) H H H OCHs H

4-Méthoxy coumarine (3) H OCHs H H H
Ombelliférone (4) H H H OH H
4-Hydroxy coumarine (5) H OH H H H
3-Hydroxy coumarine (6) OH H H H H
Esculétol (7) H H OH OH H
Scopolétol (8) H H OCHs OH H
Shikimine (9) H H H O-Glu H

Tableau 11.2 : Quelques coumarines simples
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B-Coumarines prénylées
Elles renferment des groupements prényles avec ou sans d’autres groupements. Comme la

rutacultine (10), ’osthol (11) et la subérosine (12) (Figure 11-3).

=
MeO o o N
I (8] (o]
OMe

Rutacultine (10) Osthol (11) Subérosine (12)

Figure 11. 6: Structures de quelques coumarines prényleées.

C-Les furocoumarines

Les furocoumarines renferment des types linéaires ou angulaires avec des substituants sur

Le noyau benzénique ou le noyau pyrone.

Les furocoumarines, parfois appelées furanocoumarines sont une classe de composes
organiques produite par différentes plantes. La structure chimique de furanocoumarines est
constituée d'un cycle furane fusionné avec la coumarine. L'association peut se faire soit dans
le prolongement de la coumarine (forme linéaire), comme le psoralene et I’impératorine ; Soit
sur le coté (forme angulaire) comme 1’angélicine (14) et la pimpinelline (15), le cycle
furanique peut étre oxydé pour donner des dihydrofuranocoumarines angulaires comme la

columbianétine (16) (Figure 11.4).

A
0 070
A
0 O (@] OH
Angélicine (14) Pimpinelline (15) Columbianétine (16)

Figure 11.7 : Structures de quelques furocoumarines linéaires et angulaires
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Beaucoup de furanocoumarines sont toxiques et sont produits par les plantes comme un
mécanisme de défense contre divers types de prédateurs. Les furanocoumarines ont d’autres
effets biologiques [57].

La plupart des furocoumarines ont cependant des dénominations reprenant le nom des plantes
dans lesquelles elles ont été décrites pour la premiére fois (le bergapténe présent dans Citrus
bergamia, la rutarétine ou la rutarine dans Ruta graveolens), ou bien encore liées a leurs
propriétés (la xanthotoxine pour sa couleur et son activité biologique). On désigne dans
certains cas 1’isomeére linéaire ou angulaire d’une molécule par le préfixe iso- comme par
exemple dans le cas de I’isopimpinelline.

D- Les Pyranocoumarines

Les pyranocoumarines sont de type linéaire ou angulaire avec des substituants sur le cycle

comme dans la xanthylétine (18), la séseline (19), la mesuangine (20) et le calophyllolide
(21) (Figure I1.5).

=
I .-",“_;:___,--‘”;:uh:
- I L 0 0”0
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xanthylétine (18) Séseline (19)

Mesuangine (20) Calophyllolide (21)

Figure I1. 8: Quelques exemples de pyranocoumarines
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E- Dicoumarines (coumarines dimériques)
Ce sont des composés formés par la liaison de deux unités coumarininques simples comme la

daphnoreétine(22) et I’edgeworthine (23) (Figure 11. 6)

HC AN Omo Hi N 0 o o
H o 7 H 0" N, m
H H
Daphnorétine (22) Edgeworthine (23)

Figure I1. 9: Exemple de dicoumarines

F- Tricoumarines (coumarines trimériques)

Ce sont des composés issus de I’union de trois entités coumariques comme la triumbéllatine
(24) (Figure 11.7).

Figure 11.10: Triumbéllatine

1.3.4 Biosynthese des coumarines

Les coumarines appartiennent a la classe des composés phénoliques, elles constituent avec les
flavonoides, les chromones et les isocoumarines, un tres vaste ensemble de substances.
L’élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’un noyau benzopyrane
[57].

Les structures simples des coumarines dérivées de 1’acide cinnamique via I’acide aminé
phenylalanine, par exemple la coumarine (25) et I'umbelliférone (26) (Figure 11. 8), sont
trouvées dans plusieurs plantes [58 ,59]. L hydroxylation en ortho de 1’acide trans-cinnamique

est la voie directe qui conduit aux coumarines simples.
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CEI /@El
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Coumarine (25) Umbelliférone (26)

Figure 11. 11: Structure de la coumarine et de I'umbelliférone

D’autres coumarines qui ont subi un changement dans leur structure de base, par addition des
unités de Cs originaires de 1’acide mévalonique, se rencontrent dans peu de familles. En effet,
la participation du précurseur mévalonate est également possible pour donner des derivés
mixtes de I’acide shikimique et mévalonique qui sont les furano et pyranocoumarines [58, 60,
61] .

La premiére réaction est la condensation du phosphoénolpyruvate (PEP) avec I’érythrose-4-
phosphate pour former un composé a sept carbones: le 3-désoxy-D-arabino-heptulosonate-7-
phosphate (DAHP) [60]. La cyclisation du DAHP en 3-déhydroquinate met en jeu une

condensation aldolique intramoléculaire intervenant aprés 1’¢limination du phosphate [63]
(Figure 11. 9).

COoO-

PO Goo
o PO HO
| COO - 0 |
—_—
HO o OH o] OH
iy 4+ PO CH, OH N
PEP Erythrose-4-phosphate DAHP
3-d¢hydroquinate l
CO0
(o] OH

OH
3-déhydroshikimate
Figure I1. 12 : Biosynthése des coumarines, formation du 3-déhydroshikimate

Une réduction du carbonyle du 3-déhydroshikimate se déroule pour donner le shikimate. Cette
réduction se fait par I’intermédiaire du NADPH et de la shikimate oxydoréductase. Le

shikimate résultant est ensuite phosphorylé par I’ATP, lui cédant un groupe phosphate pour
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former le shikimate 3-phosphate. Ce dernier, en présence d’une enzyme condensante, fixe une
nouvelle molécule de PEP pour donner un ester d’énol, le 5-enolpyruvyl-shikimate3-

phosphate (EPSP). Ce dernier conduit au chorismate, via une trans élimination (Figure Il. 10).

coo- Ccoo- COO"
o OH HD/ i ~OH PO i OH
OH OH OH
(olele}
COO"
CH2 __. CHQ
OJLcoo- PO O/JLCO::)-
OH
OH
Chorismate

Figure I1. 13 : Biosynthése des coumarines, formation du chorismate

Le réarrangement précyclique du chorismate donne le préphénate. Ce réarrangement est
catalysé par une enzyme (chorismate mutase) capable de transférer la chaine latérale dérivée

du PEP pour qu’elle soit directement liée sur le cycle (Figure II. 11).

CoO COO" COoOr
‘00C
CH, 0 o)
)j\—.. .
o) COO
OH OH

Chorismate Préphénate Phénylpyruvate

Figure 11. 14 : Biosynthese des coumarines, formation du phénylpyruvate
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La transamination de I’acide phénylpyruvique conduit a la formation de la phénylalanine, Par
contre, la thyrosine se forme de I’acide préphénique. Une désamination de la phénylalanine et
de la tyrosine conduit respectivement a I’acide trans cinnamique et I’acide p-coumarique.
(Figure 11. 12).

NH-
CH—co—cooOH

NH
3\ _ COOH

Acide phénylpyruvique

Phénylalanine
COOH
CH,-CO-COOH
CH,-CO-COOH CH,-CO-COOH NH,
+ NADH, H*
OH
COOH TOOH

Ac.cinnamique Ac. para- coumarique

Figure 11. 15 : Biosynthése des coumarines, formation de 1’acide cinnamique et de ’acide
p-coumarique
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La formation de la phénylalanine a partir de I’acide chorismique implique un réarrangement
de Claisen catalysé par I’enzyme, cet acide aminé est transformé en intermédiaire
phénylpropanoique (acide coumarinique) qui donne la coumarine aprés une isomérisation et

lactonisation (Figure I1. 13).

@/\/COOH \ COOH
OH

cinnamique Acide o-coumarique
(b)
\\\"/\/COOH
hv ou enzyme |
COOH  — (o /
O-glucose \\O-glucose
Acide o-coumarique- -O-glucoside Acide o-coumarique- -O-glucose
(d) N
O O
coumarine

Figure I1. 16 : Biosynthése des coumarines : étape finale, formation de la coumarine.

I1.3.5. Application des coumarines dans le traitement du cancer

Les substances naturelles de type coumarine jouent un grand réle dans le traitement du cancer.
En effet, les coumarines peuvent étre utilisées non seulement pour traiter le cancer mais pour
traiter les effets secondaires causés par la radiothérapie. Une étude récente a examiné
I’efficacité de la thérapie de combinaison de coumarine / troxerutine pour la protection des
glandes salivaires et la muqueuse chez les patients subissant une radiothérapie de la téte et du
cou. Les résultats suggerent que la combinaison coumarine / troxérutine a un effet favorable

dans le traitement de Sialadenitis et de mucite [64].

»
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L’intérét pour les 7-hydroxycoumarines comme agents anti-cancer, a été reporté dans les
rapports qui prouvent que ces agents avaient obtenus des réponses objectives chez certains

patients atteints de tumeurs malignes avancées.

11.4. Les lignanes
11.4.1. Définition

Le terme Lignane a été inventé par Haworth en 1936 pour décrire une groupe de dimeéres de
phénylpropanoides [65, 66]. Les lignanes sont des composés naturels diméres dont le
squelette résulte de 1’établissement d’une liaison entre les carbones f des chaines latérales de

deux unités dérivées du 1-phényl propane (liaison 8-8°).

Les lignanes sont des produits du métabolisme secondaire produit par plusieurs plantes pour
servir de molécules de défense contre les prédateurs.

11.4.2. Structures chimiques et classification

Six groupes structuraux fondamentaux de lignanes ont été caractérisés chez différentes
familles du régne végétal.

A. Lignanes dibenzylbutanes
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Ce sont les plus simples (liaison 8-8”). Quelques exemples sont reportés dans la Figure 11.

Nom R2 R1 R3 R4 Rs Res
Entérodiol (27) H H H H H H
Sécoisolaricirésinol (28) Me OH Me OH H H
9,9°-0O-p-D-diglucosyl Me OH Me OH Glu Glu
sécoisolaricirésinol (29)
4-O-B-D-glucosyl Me Glu Me OH H H
sécoisolaricirésinol (30)
Figure I1. 17: Quelques exemples de lignanes dibenzylbutanes
B. Lignanes monofuraniques
Les lignanes dibenzylbutanes peuvent engendrer, par cyclisation, trois types de lignanes

monofuraniques.

Lignanes monofuraniques par la cyclisation 9-O-9” (Figure 11. 15).
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Nom R1 R2 R3 R4 Rs
Entérofurane (31) H H H H H
Shonanine (32) Me OH H Me OH

Figure 11.18 : Exemples de lignanes monofuraniques par la cyclisation 9-O-9°

Monofuraniques par la cyclisation 7-O-9° comme le laricirésinol (33) (Figure I1. 16).

Laricirésinol (33)

Figure I1. 19: Lignane Monofuranique par la cyclisation 7-0-9°

Monofuraniques par la cyclisation 7-O-7’ comme 1’acide a-guaiaconique (34) (Figure 1l. 17).

e /

0]

OMe

Acide a-guaiaconique (34)

Figure I1. 20: Lignane monofuraniques par la cyclisation 7-O-7’
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C. Lignanes butyrolactones

Quelques exemples de ce type sont reportés dans la Figure 1. 18.

Nom Ri1 R2 Rs R4 Rs

Entérolactone (35) H H H H H
7’-Hydroxyentérolactone (36) H H H H OH
Matairsinol (37) Me OH Me OH H

Figure I1. 21 : Exemples de lignanes butyrolactoniques

D. Lignanes aryltetralines
Dans ce type de lignanes, la condensation des deux acides phénoliques entraine en plus du

cycle butyrolactone, le formation d’un cycle a six chainons (Figure 1. 19).

H
H

4
oSy i
’ <
]
(o] ) ”’l‘( "

H 0] ! f|(

= 0 é 0
MCO/Q\OMC MeO/Q\OMC

OH

OMe

Hic

Podophyllotoxine (38) a-Peltatine (39)

Figure 11. 22: Exemples de lignanes aryltétralines
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E. Lignanes dibenzocyclooctanes

Ces composés renferment un cyclooctane accolé a deux noyaux aromatiques comme dans le
cas du wuweizicu (40) (Figure I1. 20).

Wuweizicu (40).

Figure 11. 23: Exemples de lignanes dibenzocyclooctaniques

F- Lignanes furanofuraniques

La double cyclisation 7-O-7" et 9-O-9° conduit aux lignanes furanofuraniques Tableau 11.3.

Rq
OR;
s OR,
Hlne il H
R‘\ \\\\\
R,
R;
Tableau 11.3 : Exemples de lignanes furanofuraniques
Nom Ri1 R2 R3 Ra Rs Re
Dimétyle éther Me Me OMe Me Me OMe
liriorésinol B (41)
Epieudesmine (42) Me Me H Me Me H
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11.4.3. Biosynthese des lignanes

Les lignanes se trouvent dans les différentes parties des plantes : 1’écorce, les racines, les
fleurs et les graines. Biosynthétiquement, ils sont élaborés comme tous les dérivés des
phénylpropanoides par la voie du shikimate (voir la biosynthése des coumarines) via I’alcool
coniférylique. La biosynthése de ce dernier a partir de la phénylalanine n’est pas une voie
simple et droite, mais une grille métabolique complexe (Figure Il. 21) [67, 68]. L’alcool

coniférylique est également précurseur des lignines.
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Ha y
OH

4 pheénylalanine

/PiL

4
Acide cinnamigque

/ s
L]
F o CyH F - f ’
Ho—{  B— Moy — e HO on LOMI_ ||u OH

HO CHO J Acide ferulique

Acide p-coumarique Acide caféique

4r:|,l
pCCOAIH HO
e — OCoA
H”@_/—{“ oA HO OCoA

Feéruloyl CoA
p-coumarolylique CoA HO Haeo CrTeyTERe e
i CCR

Caféolylique CoA

f— CH;0H
Ifl:;r—@—/7 HO

Alcool p-coumarolylique H:C0 Coniféraldéhvde
l CAD
Lignines
CH2OH
HO

Hyoo  Alcool coniférylique

/ N\

Lignanes L iEnl nes

Figure I1. 24: Biosynthése des lignanes
PAL : phénylalanine ammonia lyase, C4H : cinnamate 4-hydroxylase, C3H : p-coumarate 3-
hydroxylase, COMT : acide caféique O-méthyltransférase. 4CL : 4-(hydroxyl) cinnamoyl
CoA ligase, pPCCoA3H : p-coumaroyl CoA 3-hydroxylase, CCR : cinnamoyl CoA réductase,

CAD : cinnamoyl alcool déhydrogénase.
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11.4.4. Intéréts pharmacologiques des lignanes

Les lignane jouent un grand rdle dans le traitement de plusieurs maladies, les plantes riches en
lignanes sont utilisées pour traiter diverses maladies comme le cancer [69], I'arthrite, I'ulcere
et les douleurs [70]. Ces composés possedent une large gamme d'activités biologiques
incluant: l'activité antitumorale, anti-oestrogénique, bactéricide, antifongique et anti-
inflammatoire [71], cytotoxique [72], antivirale [73] et antimicrobienne [74].

La recherche scientifique a aussi démontré que les lignanes sont transformés par les bactéries
intestinales en composes qui protégent des maladies hormonales. De nombreux composes
appartiennant a cette famille, font 1’objet d’exploitation dans un but thérapeutique, par

exemple : La podophyllotoxine est utilisé pour le traitement du condylome.

I1.5.Les lactones sesquiterpéniques
11.5.1.Définition

Les lactones sesquiterpéniques sont des composés de 15 carbones formés de 3 unités
isopéréniques (sesquiterpéne) de formule moléculaire en Cis Has. Elles se trouvent
principalement dans les parties aériennes des plantes. Le sesquiterpéne de base subissant des
transformations ultérieures: cyclisation et oxydation donne lieu a une cis ou trans-fusion
lactonique, d’ou I’ajout du suffixe « olide » au nom du squelette sesquiterpénique indiquant
ainsi le caractere lactonique.

Les lactones sesquiterpéniques les plus connues dérivent du squelette germacrane, environ
5000 structures sont caractérisées [75, 76].

Les principales classes de lactones sesquiterpéniques sont: les germacranolides, les
élémanolides, les les guaianolides et les pseudoguaianolides [77], cependant la structure de
sesquiterpenes lactones peut supporter plusieurs arrangements [78].

11.5.2.Biosynthése de lactones sesquiterpeniques

Les organismes végétaux ont la possibilité de cycliser le farnésyl pyrophosphate (FPP) qui
donne le (+)-gemacrene A; la chaine latérale de celui ci passe par plusieurs étapes
d’oxydation, a savoir : hydroxylation au germacra-1(10), 4, 11(13)- trién-12-ol qui sera oxydé
en germacra-1(10), 4, 11(13)-trien-12-al et une oxydation supplémentaire conduit a 1’acide
germacra-1(10), 4, 11(13)-trien-12-oique. La probabilité d’hydroxylation de I'acide
germacrene en position C-6 ou C-8 et la perte ultérieure d'eau conduisent respectivement, a la
cyclisation lactonique entre C-6 — C-12 ou C-8 — C-12. Sur la Figure I1. 22, nous observons
que le germacranolide représente le groupe biogénétiquement a I’origine de toutes les lactones

sesquiterpéniques [75, 79, 80].
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(+-Germacrene A

= 1QOH
OH

-HIO -H20

Germacranolide

Germacranalide
Lactonisation C-6 Lactonisation C-§

\ /

-’_,- ‘-’_,- ' "‘._-L-ﬂ
. I S

vy
Eudesmanolides

Figure I1. 25: La biosynthése de C-6 et C-8 lactones sesquiterpénes [81,56].
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11.5.3. Intéréts pharmacologiques de lactones sesquiterpénes
Des investigations concernant les activités biologiques des lactones sesquiterpénes ont prouvé
I’existence des effets suivants : antimicrobiens, antifongiques, cytotoxiques, anti-tumorales,
anti- inflammatoire [13, 62].
En outre, plusieurs composés sesquiterpeniques possedent des activités cytotoxiques vis-a-vis
des cellules tumorales et en plus ils empéchent d'une maniere sélective la croissance des
cellules canceéreuses, a titre d’exemple : le costunolide qui déprime la croissance des cellules

cancéreuses [57].
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I11. 1. Etude phytochimique de I’espéce Thymelaea microphylla

III. 1. 1. Description botanique de I’espéce

Thymelaea microphylla est une espece endémique a I'Afrique du Nord, elle est connue

localement sous le nom "Methnane”, elle est trés rameuse, poussant sous forme de petits

buissons qui ne dépasse pas 1 métre, a rameaux allongés, dressés et d'une coloration

blanchatres-soyeux (Figure I11.1). Les feuilles sont trés petites et espacées et les fleurs sont

blanc-jaunatres, en glomérules tels que les fleurs males a calice cylindrique de 4 a 6 mm et les

fleurs femelles de 3 @ 4 mm sur des pieds différents [1]. Cette espéce est trées commune des

Hauts-plateaux et des régions désertiques de I'Algérie.

I11. 1. 2. Place dans la systématique

>
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Régne : Plantae

Embranchement: Spermatophyta
Sous-embranchement: Angiospermae
Classe: Eudicotyledonae

Ordre: Malvales

Famille: Thymelaeaceae
Sous-famille: Thymelaeoideae

Tribu: Gnidieae

Genre: Thymelaea

Espéce: T. microphylla Coss. et Dur.
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I11. 1. 3. Etude bibliographique

La recherche bibliographique que nous avons menée sur I’espece T. microphylla Coss. et Dur.
a montré que cette plante a fait I’objet d’une seule ¢tude phytochimique qui a pemis
I’isolement de l'acide oléanolique, le B-sitostérol et la B-sitostérol 3-0 —glucopyranoside [3]
avant que nous ayons entrepris nos travaux.

I11. 1. 4. Matériel végétal

La plante T. microphylla Coss. et Dur. a été récoltée durant le mois d’avril 2009 a M’Sila.
Elle a été séchée a I’ombre et pesée. La détermination botanique a été réalisée par le
professeur Mohamed Kaabache (Département des sciences de la nature et de la vie, Université
Ferhat Abbas, Sétif).

I11. 1. 5. Extraction de la partie aérienne de la plante

Les parties aériennes de T.microphylla (2869 g) sont coupées en petits morceaux et mises a
macérer dans un melange éthanol/ eau (80/20) pendant 24 a 72 heures. Cette opération est
répétée trois fois avec renouvellement du solvant. Aprés concentration a une température
n’excédant pas 35 °C, nous avons obtenu un résidu sirupeux. Ce dernier est dilué avec de
I’eau distillée a raison de 400 ml pour 1 kg de matiere seche. Aprées filtration, la phase
aqueuse obtenue est épuisée successivement par une extraction liquide-liquide dans une
ampoule a décanter en utilisant des solvants non miscibles a 1’eau et de polarité croissante en
commencgant par ’éther de pétrole pour éliminer le chlorophylle, le chloroforme, puis
I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol. Les phases organiques ainsi obtenues
(chloroforme, acétate d’éthyle et n-butanol) sont séchées par du sulfate de sodium anhydre
pour éliminer toutes traces d’eau, puis filtrées et enfin concentrées a sec sous pression réduite
et pesées. Le processus d’extraction est résumé par 1’organigramme reporté dans la Figure

I1. 24 et le rendement des phases organiques sont donnés dans le Tableau 11.4.
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Tableau 111.1 : Masse et rendement des extraits de Thymelaea microphylla

Materiel végétal extrait Masse (g) Rendement (%)
chloroforme 6.3 0.18 %
; ; 5
2869 g Acétate d éthyle 8.6 0.29 %
n-butanol 36.5 1.27 %

I11. 1. 6. Séparation et purification

Pour I’ensemble des extraits, nous avons débuté le traitement par une chromatographie
analytique sur couche mince pour mettre au point I’éluant ou le systéme d’élution qui
donnerait les meilleurs résultats. Les résultats de nos travaux analytiques nous ont poussés a

sélectionner I’extrait chloroformique et acétate d’éthyle a cause de leur richesse.

I11. 1. 6. A. Fractionnement de I’extrait chloroforme

Cette etape permet une separation grossiere des molécules selon leur polarité, le résultat des
tests chromatographiques nous a conduit & utiliser comme systéme d’élution 1’ether de pétrole
/ chloroforme / acétone/méthanol en gradient de polarité.

Une masse d’environ 6.3 g d’extrait chloroforme est déposée sur une colonne de gel de silice
(type 60, 230-400 mesh, Merck) préparée dans de 1’éther de pétrole—L’élution est réalisée par
un gradient de polarité du systéme :I’ether de pétrole/chloroforme/acétone/méthanol en
commencant par de I’éther de pétrole pur et en terminant par le méthanol pur avec un
fractionnement tous les 100 ml. Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur
couche mince de gel de silice sur support aluminium. Les plaques sont visualisées sous
lumiere UV (254 et 365 nm) puis révélées avec de 1’acide sulfurique et chauffées pendant 3

mn a 100°C. La progression de cette colonne est rassemblée dans le Tableau I11. 2.
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Tableau 111.2: Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de I’extrait
chloroforme de Thymelaea microphella Coss. & Dur.

E-P CHCIs Acétone MeOH Fraction Erlin Poids (mg)
100 / / / FC1 1-70 traces
5 / / / / /
95
10 / / / / /
90
20 / / / / /
80
35 / / / / /
65
45 / / FC2 71-74 615
55
/ / / FC3 75-78 136
/
/ / / FC4 79-84 100
/
50 / / FC5 85-92 190
50
55 / / FC6 93-105 281
45
/ / / FC7 106-111 348
/
60 / / FC8 112-114 118
40
/ / FC9 115-123 174
/
70 / / FC 10 124-127 175
30
/ / / FC11 128-131 85
/
/ / / FC 12 132-136 64
/
80 / / FC 13 137-141 172
20
/ / / FC 14 142-144 27
/
/ / / FC 15 145-151 118
/
/ / / FC 16 152-154 136
/
90 / / FC 17 155-160 162
10
100 / / FC 20 169-172 91
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/ / FC21 173-194 193
: 95 5 / FC 22 195-223 255
: 90 10 / FC 23 224-238 301
: 80 20 / FC 24 239-248 233
: 40 60 / FC 25 249-289 778
: / 100 / FC 26 290-314 472
: / / 10 FC 27 315-317 109
: / / 50 FC 28 318 595
: / / 100 FC 29 319 239
: / / / FC 30 320-323 206
j / / / FC31 324-345 268

I11. 1. 6. A. 1. Etude de la fraction F2, F3 et F4

Les fractions F2, F3 et F4 éluées par éther de pétrole / CHCls: (55-45) sont réunies (751 mg),
puis fractionnées sur une flash colonne de gel de silice (type 60, 230-400 Mesh, Merck) avec
un gradient d'élution hexane-AcOEt: 80-20 & 20-80, les fractions semblables récupérées sont

regroupées en 9 sous fractions (Tableau 111.3).
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Tableau 111.3: Résultats de la separation par chromatographie sur flash colonne des fraction
F2, F3 et F4 réunies.

Sous fraction Erlin hexane AcOEt guantité (mg)
FCBC1 1-2 80 20 traces
FCBC2 3 70 30 70
FCBC3 4 60 40 131.7
FCBC4 5 60 40 96.4
FCBC5 6 60 40 32.3
FCBC6 7.8.9 60 40 120.8
FCBC7 10.11 50 50 36.1
FCBCS8 12.13 50 50 24.4
FCBC9 14.18 20 80 70.8

La quatrieme sous fraction FCBC4, moins complexe et plus abondante que les autres
fractions, a été chromatomatographiée sur plaques de gel de silice normale HF254, éluées par
le systeme hexane/AcOEt (60/40). Aprés deux élutions, deux bandes ont été obtenues. Eluée
et purifiée sur plaque de gel de silice par le méme systéme, une bande a permis 1’obtention du
produit pur TM 01 (5.8mg).

I11. 1. 6. A. 2. Etude des fractions F9 et F 10
Les fractions F9 et F10 (246 mg) éluées par le systéme éther de pétrole / CHCl3: (40-60) et (30-

70) respectivement, sont regroupées, puis fractionnées sur une flash colonne de gel de silice
normale avec un gradient d'élution hexane-AcOEt: 90-10 a 0-100 donnant 9 sous fractions
(Tableau 111.4).
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Tableau 111.4: Résultats de la séparation par chromatographie sur flash colonne des fractions
F9 et F10 réunies

Sous fraction Tubes hexane AcOEt guantité produit
FCT1 1-6 90 10 traces traces
FCT2 7-12 75 25 20.4 Mélange
FCT3 13-20 55 45 77.3 Mélange

séparable
FCT4 21-22 50 50 14.7 Mélange
FCT5 23-25 40 60 23 Deux produits
FCT6 26 35 65 29.6 Produit impur
FCT7 27 35 65 8.2 Produit pur
FCT8 28-30 25 75 13 Produit pur
FCT9 31-34 0 100 11.3 Mélange

La sous-fraction FCT5, Environ 23 mg de cette fraction a été soumis a la chromatographie sur
plaques préparatives (gel de silice 60 F254, 0.5 mm) sur un support de verre éluées par le
systeme hexane-AcOEt (4/6). Deux bandes majoritaire sont présentes sur ces plaques, la
deuxiéme bande étant plus significative. Cette bande, grattée, éluée et filtrée a mene a un
produit pur TM 02 (6.5 mg).

I11. 1. 6. A. 3. Etude de la fraction F13

Une grande partie de la fraction F13 est précipitée sous forme d’une poudre blanche soluble
dans le méthanol a chaud. Apres filtration, cette derniére a donné un produit pur sous forme
d’une poudre blanche TM 03 (100 mg).

I11. 1. 6. A. 4. Etude de la fraction F16 et F17
Les fractions F16 et F17 éluées par éther de pétrole - CHCI3: (10-90) et (0-100) respectivement

sont réunies (298 mg) puis chromatographiées sur une flash colonne de gel de silice- préparée
dans le chloroforme. L'élution est réalisée initialement par le chloroforme puis par un gradient de
MeOH dans le chloroform: 100-0 a 0-100, pour conduire a 6 sous fractions (Tableau I11.5).
Les fractions recueillies sont soumises a une chromatographie sur couche mince CCM, visualisees

a la lumiére UV puis révélées a I'acide sulfurique suivi de chauffage a 100°C pendant 3 minutes.
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Tableau I111.5: Résultats de la séparation par chromatographie sur flash colonne des fractions
F16 et F17 réunies

Sous fraction Erlin CHCIs MeOH Quantité (mg)
C1 1-2 100 0 Traces
C2 3 90 10 49.8
C3 4 90 10 70
C4 5.6.7 90 10 20
C5 8 80 20 7.2
C6 9.10.11.12 0 100 47

Environ 20 mg de la sous-fraction C4 ont été soumis a la chromatographie sur plaques
préparatives PLC de gel de silice HF254, éluées par le systeme chloroforme/MeOH (95/05).
Des quatre bandes présentes sur ces plaques, la premiere bande est la plus significative. Celle
Ci a été grattée, éluée et filtrée pour mener a un produit pur TM 04 (6,5 mg).

Lors du regroupement des tubes de la sous-fraction C5, on a constaté aprés la carbonisation
avec ’acide sulfurique I’apparition d’une tache marron, cette sous-fraction a été soumis a la
chromatographie sur les plaques préparatives PLC avec le systeme hexane/AcOEt (5/5). La
bande intense a été grattée, éluée et filtrée, pour mener a un produit pur TM 05 (0.8 mg).

I11. 1. 6. A. 5. Etude de la fraction F20

La fraction F20 a donné un précipité de masse (6.6 mg) soluble partiellement dans le MeOH
et soluble totalement dans le DMSO. Ce précipité a été rincé avec un mélange de CHCls et de
MeOH. Testé sur plaque analytique de gel de silice. Ce précipité donne un spot de couleur

noir violette sous la lumiére de Wood (365 nm). Nous 1’avons codé TM 06.
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I11. 1. 6. A. 6. Etude des fractions F23-F24.

Elles sont parmi les fractions les plus importantes du point de vue masse. Les fractions F23 et
F24 ont été éluées par CHCls/acétone: (90-10) et (80-20) respectivement. Présentant des
profils chromatographiques similaires, nous les avons réunies (534 mg) puis
chromatographiées sur une colonne de gel de silice préparée dans le chloroforme. L'élution est
réalisée initialement par le chloroforme puis par un gradient de MeOH dans le chloroform:

100-0 a 70-30, pour conduire a 9 sous fractions (Tableau Ill. 6).

Les fractions recueillies sont soumises a une chromatographie sur couche mince CCM,

visualisées a la lumiere UV et révélées a I'acide sulfurique et chauffage.

Tableau I11.6: Résultats de la séparation par chromatographie sur flash colonne des fractions
F23 et F24 réunies

Sous-fraction CHCIs MeOH tubes Quantité (mg)

CF1 10 / 1 /

CF2 9.5 0.5 3 84.9

CF3 9.5 0.5 4 63

CF4 9.5 0.5 5.6 15

CF5 9.5 0.5 7 46.4

CF6 9 1 8.9 125

CF7 9 1 10.11 08

CF8 8 2 12.13 06

CF9 7 3 14 04

Une masse d’environ 125 mg de la sous- fraction CF6 a subit a une deuxiéme séparation sur
une flash colonne de gel de silice (gel de silice 60 F254) avec le systéme éluant hexane /
AcOEt (5/5) en gradient de polarité. La sous sous fraction CF6-1 d’une masse d’environ 20
mg a été soumise a la chromatographie sur plaques préparatives PLC de gel de silice HF254
éluées par le systeme CHCI3/MeOH (9.5/0.5). Pour mener a un produit pur TM 07(3 mg).
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III 1. 6. B. Séparation chromatographique sur colonne de I’extrait acétate
d’éthyle

L'extrait brut, visqueux a été dissous dans le dichloromeéthane et mélangé avec 30 grammes de
gel de silice (type 60 RP-18 F 254) puis évapore a sec conduisant a une poudre solide qu'on a
déposé sur une colonne de gel de silice préparée dans le dichlorométhane. La colonne a été
élué par le dichlorométhane puis un gradient de méthanol jusqu' a atteindre 100 % de
méthanol.

Le suivi de ces fractions est effectué par chromatographie sur couche mince de gel de silice
sur support de verre (gel de silice 60 F254, 0,2 mm). Les plaques sont visualisées sous
lumiére UV (254 et 365 nm) puis révélées avec un mélange de vanilline et d’acide sulfurique
dans 1’éthanol ou I’anisaldehyde additionné a 1’acide sulfurique. La progression de cette

colonne est rassemblée dans le Tableau I11.7.
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Tableau I11. 7 : Résultats de la séparation par chromatographie sur colonne de 1’extrait
Acétate d’éthyle de T. microphylla Coss. et Dur.

CH2Cl2 MeOH FRACTION ERLEN POIDS
100 / FAl 1-11 17

3 FA2 12-13 25

97
3 FA3 14-15 41

97
5 FA4 16-18 54

95
5 FA5 19 14

95
8 FAG 20-23 86

92
8 FA7 24-26 82

92
88 12 FA8 27-32 345
88 12 FA9 33-35 40
15 FA10 36-46 114

85
15 FA1l 47-48 30

85
30 FA12 49-53 267

70
40 FA13 54-57 17

60
50 FA14 58-59 14

50
50 FA15 60-65 18

50
70 FA16 66 11

30
100 FAL17 67-70 19

/

I11. 1. 6. B. 1. Etude de la fraction FAG6

Une partie de la fraction FAG est un précipité sous forme d’une poudre qui ne se dissout que
dans le méthanol a chaud. Ce précipité est purifié avec des lavages succeéssifs par des solvants
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de polarité croissante pour obtenir un produit pur sous forme d’une poudre jaune TA 1 (07

mg). Testé par I’ammoniac, il donne une coloration jaune caractéristique d’un flavonoide.

I11. 1. 6. B. 2. Etude de la fraction FA8

Une grande partie de la fraction FA8 est un précipité sous forme d’une poudre jaune, ce
produit a eté lavé avec un melange de CHCIs / AcOEt pour donner un melange de deux

produits sous forme d’une poudre jaune TA 2 et TA3 (200 mg)
I11. 2. Etude phytochimique de I’espéce linaria aegyptiaca
III. 2. 1. Description botanique de I’espéce

Le genre Linaria est le plus connu de la famille Scrophulariaceae et comprend environ 200
especes [4]. On y rencontre Linaria laxiflora (Mzab), Linaria peltieri, Linaria tingitana et
Linari avirgata [5].

Généralement, les plantes de ce genre sont annuelles ou vivaces, parfois ligneuses. Elles ne
différent que par la corolle éperonnée a la base [6]. L’espéce aegyptiaca, est un petit buisson a
nombreux rameaux [2], dressés en général, trés ramifiés, spinescents au sommet. C'est une
plante vivace, finement pubescente [2], trés variable dont on a distingué diverses formes
différant notamment par des caracteres de pilosité [7]. Les feuilles sont trés petites de moins
de 1 cm, hastés ou lancéolés, avec une couleur verte grisatre ou jaunatre [6]. Les fleurs sont

jaunes de 12 a 15 mm (Figure I11. 3).
I11. 2.1.1 Place dans la sysytématique

> regne Plantae

» sous-régne  Tracheobionta
> division Magnoliophyta
> classe Magnoliopsida
» sous-classe  Asteridae

> ordre Scrophulariales
> famille Scrophulariaceae
» genre Linaria

> espece L. aegyptiaca

O
>
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Figure I11. 3 : Photographie de Linaria aegyptiaca

I11. 2. 2. Travaux antérieurs sur la plante

La recherche bibliographique que nous avons menée a montré qu’une seule étude a été menée
sur Linaria aegyptiaca. Cette investigation a permis d’isoler 1’antirrhinoside, le linarioside,
I’acide mussaenosidique et la ladaneine [7].

I11. 2. 3. Récolte de la plante

L’espéce Linaria aegyptiaca a été récoltée durant le mois de juin 2012. De la région de
Biskra. La détermination botanique de cette plante a été réalisée par le professeur Mohamed
Kaabache (Département des sciences de la nature et de la vie, Université Ferhat Abbas, Sétif).
La plante a été séchée pendant plusieurs jours a I’abri de la lumiere directe du soleil, pesée et

broyée grossiérement.
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I11.2. 4. Extraction de la partie aerienne de la plante

L’étude phytochimique de Linaria aegyptiaca est réalisée sur les parties aériennes. Les tiges,
les feuilles et les fleurs préalablement séchées et coupées en petits morceaux. La quantité du
matériel vegétal obtenue (1941 g) a subit une macération dans un mélange hydroalcoolique
(Ethanol/Eau ; 70 : 30 ; v/v) pendant 72 heures. Le premier extrait récupéré est concentré sous
pression réduite et une température modéréee (environ 35 °C). La macération est répétée 3 fois
avec renouvellement du solvant de 24 a 48 heures.

Les trois extraits hydroalcooliques récupérés sont réunis et concentrées. A la solution obtenue,
on ajoute de I'eau distillée (a raison de 400 ml d'eau distillée pour 1 kg de matiére séche). La
solution ainsi obtenue est laissée au repos a froid pendant une nuit pour décantation. Cette
derniére permet le dépdt de la chlorophylle, des cires, du sable, etc....

Apreés filtration on obtient une solution aqueuse. Cette phase aqueuse subit une extraction de
type liquide-liquide en utilisant des solvants de polarité croissante en commengant par 1’éther
de pétrole, puis le chloroforme, puis I’acétate d’éthyle et en dernier le n-butanol.

Les trois derniéres phases organiques ainsi obtenues sont concentrées a sec sous pression
réduite, pesées et les rendements sont donnés dans le Tableau 111.8. Le protocole d’extraction
est resumé est résumé dans la Figure Il1. 4.

Tableau I11. 8. Masse et rendement des extraits de Linaria aegyptiaca

Matériel végétal Extrait Masse (Q) Rendement (%)
Chloroforme 2.1 0.10
1941 g
Acétate d’éthyle 4.2 0.21
n-butanol 27 1.39
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CHAPITRE 1II TRAVAUX PERSONNELS

I11. 2.5. Séparation et purification

III. 1. 5. 1. Traitement de I’extrait chloroforme et acétate d’éthyle
Des tests chromatographiques sur couche mince de gel de silice ont été réalises sur une feuille

d’Aluminium, ces derniers nous a permis de sélectionner le meilleur systéme de séparation : CHCI;
/MeOH (9 :1).

I11. 2. 5. 2. Séparation chromatographique sur colonne de ’extrait

chloroforme et acétate d’éthyle

Avant d’entamer la séparation par chromatographie sur colonne pour les extraits de cette plante,
des profils LC-MS ont été effectués pour les trois phases. Les chromatogrammes obtenus,
montrent une similarité entre la phase chloroforme et la phase acétate d’éthyle, ce qui nous a
permis de mélanger ces deux phases.

Cependant, avant de mélanger les deux extraits, un précipité est apparu dans la phase
chloroforme, nous I’avons immédiatement filtré. Aprés lavage de ce précipité avec le
chloroforme et 1’acétate d’éthyle nous avons obtenu un produit jaune soluble dans le méthanol
MF 01 (7.6 mg). Par la suite, environ 6.3 g de ces deux phases sont dissous dans un minimum
de méthanol, la solution est introduite a 1’aide d’une pipette sur une flash colonne
confectionnée avec une quantité de gel de silice (type 60 RP-18 F 254) préparée dans le
I’hexane. L’élution débute avec de 1’hexane dont la polarité sera augmentée par addition

progressive de chloroforme puis le méthanol.

Un fractionnement tous les 100 ml a été effectué. Les fractions recueillies sont regroupées
suivant la similitude de leur profil chromatographique sur TLC, les plaques sont visualisées
sous lampe UV (254 et 365 nm) puis révélées avec un révélateur a base d’acide sulfurique et
chauffées a 100 °C pendant 3 minutes.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau Il1. 9.
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Tableau I11.9: Fractionnement des extraits chloroforme et acétate d’éthyle réunis

N de fraction % hexane % CHCls % méthanol Quantité(g)
1 100 / / Des traces
2 90 10 / /

3 80 20 / /
4 60 40 / /
5 40 60 / /
6 20 80 / 21
7 / 100 / 113
8 / 99 1 227
9 / 98 2 68
10 / 97 3 97
11 / 95 5 266
12 / 90 10 836
13 / 85 15 993
14 / 80 20 1318
15 / 70 30 1146
16 / 60 40 1652
17 / 50 50 409
18 / / 100 334

111.2.5.2.A. Etude de la fraction F4
La fraction F8 (227 mg) obtenue a partir du milieu de la colonne éluée par CHCIlz/MeOH: 99-

1 a été rechromatographiée sur une flash colonne de gel de silice (type 60 RP-18 F 254) en

utilisant le systeme hexane/CHCIs (8 : 2) avec augmentation de la polarité pour donner 10

sous fractions. La sous-fraction 8 a été rechromatographiée sur une petite flash colonne (1g de

gel de silice) avec le méme systeme pour donner 10 sous sous-fractions, la chromatographie

de la cinquiéme sous sous-fraction sur plaques préparatives de gel de silice PLC (gel de silice

60 F254, 0.5 mm sur un support de verre) éluées par le mélange hexane/ AcOEt dans les

proportions (5 : 5) pour donner un produit pur MF2 (4.7 mg).
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111.2.5.2.B. Etude des fractions F5, F6 et F7
Les fractions F5, F6 et F7 ont été éluées par Hexane/CHCIls: (40-60), et (20-80)

respectivement. Elles sont parmi les fractions les plus importantes du point de vue masse et
ont des profils chromatogrphiques similaires, nous les avons réunies (431 mg) puis
chromatographiées sur un flash colonne de gel de silice (type 60 RP-18 F 254) préparée dans
le chloroforme. L'élution est réalisée initialement par le chloroforme puis par un gradient de
MeOH dans le chloroforme, pour conduire a 10 sous fractions. Aprés analyse sur plaques
CCM analytiques, les sous-fraction 7, 8, 9 et10 sont réunies et rechromatographiées par une
petite flash colonne (1 g de gel de slice) avec le méme systeme pour donner 10 sous sous-
fractions, la chromatographie des sous sous-fractions 4, 5 et 6 sur plaques préparatives de gel
de silice PLC (gel de silice 60 F254,0.5 mm sur un support de verre) éluées par le mélange
hexane/AcOEt dans les proportions 5 : 5 a permis 1’obtention d’un produit pur MF (5.2 mg).
111.2.5.2.C. Etude de la fraction F8

Cette fraction éluée (CHCI3-MeOH: 99-1), a montré la formation d’un précipité que nous
avons filtré pour obtenir une poudre jaune (836 mg). Apres lavages successif avec des
solvants de polarité croissante, le produit pur MF4 (100 mg) a été obtenu. Le filtrat de cette
fraction a été évaporé (736 mg) puis soumis
a une purification sur une flash colonne de gel de silice (type 60 RP-18 F 254) éluée par un
systeme hexane /AcOEt avec augmentation de la polarité pour donner 12 sous fractions, la
sous fraction 5 a mené a un produit pur sous forme d’une poudre jaune codé MF5 (06 mg).
Les sous-fraction 7 et 8 ont été combinées (90 mg) et rechromatographiées sur une flash
colonne (phase inverse) éluée par un systeme eau/acétonitrile pour donner 7 sous Sous-
fractions, la sous sous-fraction 3 a donné aprés une séparation sur plaques préparatives de gel
de silice PLC (gel de silice 60 F254, 0.5 mm sur un support de verre) éluées par 1’ether
diethylique le produit MF6 (3.5 mg).

111.2.5.2.D. Etude de la fraction F 10.

Cette fraction a montré la formation d’un précipité blanc que nous avons filtré et rincé avec
plusieurs solvants, pour obtenir un produit pur soluble dans la pyridine, nous 1’avons codé
MF7 (23 mg).
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I11.2.5. 3. Conclusion
L’étude chromatographique du mélange de 1’extrait chloroforme et acétate d’éthyle a ainsi
permis la purification de sept produits. Ce travail s’est avéré compliqué suite a la

contamination des solvants utilisés par des phtalates.
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I1.7. Caractérisation chimique et élucidation structurale des composés isolés

Les composés isolés ont été identifiés par les analyses spectroscopiques (RMN 'H, 13C,

COSY, HSQC et HMBC) ainsi que la spectrométrie de masse et la spectroscopie UV-Vis.

IV. 1. A. 1. Elucidation de la structure du composé TM 01
O OH

OH

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre n° IV.1.1) et son étalement (Spectre n° IV.1.2) montre
la présence d’un noyau aromatique trisubstitué en position 1, 3 et 4. En effet, les trois protons
aromatiques présentent :

Un doublet résonant a 6y = 7,43 ppm J = 1,6 Hz, indiquant un couplage en méta (H-2).

un deuxieme doublet de doublet a du = 7,37 ppm correspondant a un double couplage

en ortho (J = 8,4 Hz) et en méta (/= 1,7 Hz), H-6.

ainsi qu’un troisieme doublet a du = 7,04 ppm correspondant un couplage ortho (J =

8,4 Hz), H-5

Un singulet d’intégration 3H a ou = 3,97 ppm, indiquant la présence d’un groupement

méthoxyle (OCH3).

| &
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Spectre n° IV.1.1: Spectre RMN 1 H (400 MHz, CDCl3, & ppm) du composé¢ TM 01
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Spectre n° IV.1.2: Spectre RMN 'H du composé TM 01, étalement.

L’analyse du spectre RMN- *C (Spectre n° IV.1.3) montre:
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« Quatre signaux a oc = 108.27 ppm, oc = 113.81 ppm, oc = 126.96 ppm et d¢c = 129.42
ppm représentant des atomes de carbone (non oxygénés) d’un noyau aromatique et
deux signaux a oc = 146.63 ppm et 6c = 151.16 ppm représentant deux atomes de
carbone oxygénés du noyau aromatique.

. Un signal a 6c = 190.14 ppm, caractéristique d’une fonction acide conjuguée avec un
noyau aromatique ;.

« Unsignal a 6c = 57.26 ppm, caractéristique du carbone d’un groupement OCH3.
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Spectre n° IV.1.3: Spectre RMN '3C (100 MHz, CDCl;, § ppm) du composé TM-01

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre n° IV.1.4) permet I’attribution des
signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :

» Le H-5 permet ’attribution du signal a ¢ = 114.42 ppm a I’atome de carbone C-5.

» Le H-6 permet I’attribution du signal a ¢ = 108.27 ppm a I’atome de carbone C-6.

» Le H-2 permet ’attribution du signal a ¢ = 126.96 ppm a I’atome de carbone C-2.

» Le groupement méthoxyle a ou = 3,78 ppm permet I’attribution de ’atome de carbone

a oc =155,92 ppm au carbone de ce groupement OCH3.
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W



CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

TARAK NMR TRENTO
HIQGMMR of band plo/5/fr2-4 in (DC3 0
T OCH3 L5
-.-_I-:' = H&0
.},. o
= %0
T
E
= 100
& H-6,C-6 =z
— ¥ H-5,C5 110
— = : +*
H-2,C2 120
e — "'—__,_ »” -
: 140
150
T ¥ T T T r T ¥ T T T v T ¥ T T T ¥ T
8.0 75 7.0 6.5 &0 55 5.0 45 40 3.5

f2 (ppmi

Spectre n° IV.1.4 : Spectre HSQC (400 MHz, CDCls, é ppm) du composé TMO1.
Ces données menent a la structure partielle reportée dans la Figure n° I'V.1.
Figure n° IV.1: Structure partielle du composé¢ TM 01
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le spectre HMBC (Spectre n° IV.1.5) et son étalement (Spectre n°® IV.1.6) nous ont permis
d’observer que le groupement méthoxyle ainsi que le proton H-2 corrélent avec le carbone a
dc = 147,4 ppm. Ce carbone correle également avec le proton H-5 ceci indique que ce carbone
est attribuable au C-3 et que par conséquent le groupement méthoxyle est placé en positon C-
3.
Les autres corrélations observées dans ce spectre confirment ces indications. En effet,
» les protons H-6 et H-2 corrélent avec le méme atome de carbone a ¢ = 151,02 ppm
qui est donc attribué au carbone C-4. D’apres la valeur de son déplacement chimique,
il est oxygéné et par conséquent hydroxylé.

» Le proton H-5 montre en plus de la tache de corrélation avec le C-3, une tache de
corrélation avec I’atome de carbone a d¢c = 129,35 ppm qui ne peut étre attribué qu’au
carbone C-1.

» les deux protons H-6 et H-2 correlent avec la carbone du carbonyle de la fonction
acide, ce qui les place effectivement en ortho et ortho prime par rapport a lui.

il
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Spectre n° IV.1.5: Spectre HMBC (400 MHz, CDCl3, 6 ppm) du composé TMO1.
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Spectre n° IV.1.6: Spectre HMBC (400 MHz, CDCl3, 6 ppm) du composé¢ TMO1, étalement.

L’ensemble de ces données est en accord avec la littérature [1] et méne a 1’acide vanillique
(Figure n° IV.2)
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Figure n° IV.2: Structure du composé TM 01, I’acide vanillique

IV.1.A. 2. Elucidation de la structure du composé TM 02

Le composé TM 02 purifi¢ sous forme d’une poudre, est visible sous la lumi¢re UV a 254 et
366 nm. Il donne une tache marron sur CCM aprés révélation a I’acide sulfurique et chauffage
a 100 °C.

Le spectre UV-Visible (Spectre n° IV.2.1) de ce composé révele la présence de deux maxima
d’absorption a 242 et 272 nm provenant des transitions ¢lectroniques des groupes

phénoliques.

— —
*DAD, 18.800 (1734 mAU, - ) Ret=15 961 & 18,548 of LING2000 D

242nm

600 4

272nm

T T T T T T T
200 220 240 260 260 300 320 340
— — — — —

Spectre n° IV. 2.1 : Spectre UV du composé¢ TM 02

Le spectre de masse ESI, enregistré en mode négatif, montre un ion pseudomoléculaire a m/z
417 [M-H] -, donnant une masse moléculaire de 418 uma et une formule brute C22H260s,

orientant alors vers une structure comportant 10 degrés d’insaturation.
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Spectre n° IV. 2.2 : spectre de masse ESI/MS (-) du composé TM 02

Le spectre RMN 'H (400 MHz) de ce composé (Spectre n° IV.2.3) , enregistré dans le CHCl;
deutéré, montre la présence de :

- Un signal singulet a 5,48 ppm s’intégrant pour deux protons, attribuable a deux
groupements OH, car ses protons ne corrélent avec aucun atome de carbone sur le spectre
HSQC (Spectre 7?7?).

- Un signal singulet a 6,59 ppm s’intégrant pour quatre protons, caractéristiques de
quatre protons aromatiques magnétiquement équivalents.

- Un signal sous forme d’un multiplet a du = 3,91 ppm, partiellement recouvert par un

singulet relativement intense (ou = 3,90 ppm).

~
~
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Spectre n° IV.2.3 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CDCl; & ppm) du composé TM 02
- Sur le spectre HSQC les protons du singulet correlent avec des carbones
magnétiquement équivalents dont le déplacement chimique dc = 56.17 ppm, est trés en faveur
de groupements méthoxyles . Sur le méme spectre, les protons du multiplet a proximité de ce
singulet montrent une tache de corrélation avec le méme carbone (dc = 71. 71 ppm) que celui
des protons du signal d’intégration 2H a 6u = 4.28 ppm. Cette observation permet de déduire
que ce multiplet représente le signal de deux protons appartenant a deux méthylénes
magnétiquement équivalents (6c = 71. 71 ppm) dont les protons géminés sont
diastéréotopiques (magnétiquement non équivalents et chimiquement équivalents). Cette
hypothése permet donc de noter d’une part, I’intégrale 2H pour le multiplet & o = 3,91 ppm
et de conclure la présence dans cette molécule de deux groupements CH» oxygénés
magnétiquement équivalents porteur des protons a on = 4,28 ppmet on = 3,91 ppm, et
d’autre part de déduire I’intégrale 12 H du singulet représentant des groupements méthoxyles
(01 = 3,90 ppm) soit donc de noter la présence de 4 groupements méthoxyles

magnétiquement équivalents dans cette molécule.

E
~



CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

| H2,H6 OCH3
H2' HE'
| H9b,HY
H7HT' HoaHoa' | H3,HB
| TARMK 2015 '
HSXC Band 2 from frction®  from fradion 4 i 45
i : ] i ]
C8,c8' i :
C3,C5 ; 4 ¥ om
c3'.cs' | :. 6o
i : G
| - i
co,co — - - T
| m g
o
;
c7.C7T — ¢ %
: =
; e
C2,C6 I } 100
C2'.Co’ ] v -5
'E:S ’ 6:{) I 5..5 l ! l 4:5 I 4‘.{) . 3‘5 30

50
2 {ppm)

Spectre n° IV. 2.4 : Spectre HSQC (400 MHz, CDCl3, 6 ppm) du composé¢ TMO02
Sur le spectre HMBC (Spectre n° IV.2.5), les protons de ces quatre méthoxyles montrent une
tache de corrélation avec des carbones aromatiques a 6c = 147.13 ppm, il est clair que ces
carbones sont au nombre de 4, puisqu’ils doivent porter les 4 méthoxyles. Par ailleurs et
toujours sur le méme spectre (HMBC), les protons des groupements hydroxyles signalés plus
haut montrent une tache de corrélation avec les carbones aromatiques a 6¢ = 134.13 ppm, la
valeur de leur déplacement chimique indique qu’ils sont oxygénés et donc porteurs des deux
groupements hydroxyles présents dans cette molécule et sont donc obligatoirement au
nombre de 2. Les protons de ces deux hydroxyles montrent également une tache de
corrélation nette avec les carbones aromatiques porteurs des groupements méthoxyles. Cette
observation permet de placer les deux méthoxyles de chacun des noyaux aromatiques dans les
positions ortho et ortho prime par rapport au groupement hydroxyle et de conclure la présence
dans cette molécule des deux entités magnétiquement équivalentes reportées dans le Figure

n°IV.3.
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Figure n°® IV.3 :Entités magnétiquement équivalentes présentes dans le composé¢ TM 02
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Spectre n° IV.2.5 : Spectre HMBC (400 MHz, CDCl3, 6 ppm) du compos¢ TM 02.

Un retour vers le spectre 'H permet de localiser un signal sous forme d’un multiplet
d’intégration 2H a ou = 3,09 ppm corrélant sur le spectre COSY aves les protons des
groupements méthylénes oxygénés précédemment évoqués. Cette situation permet d’attribuer
ces 2H a deux groupement méthynes magnétiquements équivalents (6¢ = 54,12 ppm, spectre

HCQC) situés en positions vicinales par rapport aux deux méthylénes oxygénés.
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Par ailleurs et toujours sur le spectre COSY, les protons de ces groupements correlent avec

les protons du doublet d’intégration 2H a ou = 4.73 ppm (J = 4,4 Hz, 6c = 85,90 ppm). Pour

les mémes raisons que précédemment, il est clair que ces protons appartiennent a deux

groupement méthynes magnétiquement équivalents et oxygénés vue la valeur de leur

déplacement chimique. Ces données orientent vers la présence dans cette molécule des

entités reportées dans la Figure n® IV.4 et indiquent que cette molécule est de type (Cs-C3)a,

autrement dit cette molécule est de type lignane.

CH—_

[\

/N

Figure n° IV .4: Entités présentes dans le composé¢ TM 02
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Spectre n°® IV. 2.6: Spectre COSY (400 MHz, CDCl3, & ppm) du composé¢ TMO02
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

La formule brute de ce composé¢ indique la présence de seulement 8 atomes d’oxygene, 6
parmi eux sont, sans ambigiiité sur les deux noyaux aromatiques, il n’en reste donc plus que
deux pour les deux entités de la Figure n° IV.4, autrement dit ces deux entités sont liées par le
biais des deux atomes d’oxygene. Par ailleurs cette molécule comportant 10 degrés
d’insaturation dont huit sont consommés par les deux noyaux aromatiques, il apparait
clairement que ces deux entités doivent former non pas un cycle mais un bicycle composé¢ de
deux cycles furaniques parfaitement symétriques, par ailleurs, sachant qu’ un lignane est
formé par I’association de deux unités phényle propanoides par le biais de la liaison C-8 — C-
8’ [02], nous pouvons donc retenir que nous sommes en présence d’un lignane
furanofuranique. Il est connu que ce type de molécule est obtenu par la double cyclisation 7-O-7" et
9-0-9°. A ce stade de notre analyse, nous pouvons donc proposer pour ce composé la structure

partielle reportée dans le Figure n°® IV.5.

R7O

Figure n° IV.S : Structure partielle du composé¢ TM 02
Un retour vers le spectre HMBC permet de relever des corrélations entre les protons H-7 et H-
7 (6u = 4.73 ppm) et les carbones aromatiques C-2, C-2’, C-6 et C-6’, ceci permet alors de
placer comme attendu, les deux noyaux aromatiques dont la présence a ét¢ précédemment
¢tablie, dans les positions C-7 et C-7’ ( Figure n° IV.6).

Ce composé est connu sous le nom de syringarésinol.
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Figure n° IV.6: Structure finale du composé¢ TM 02, syringarésinol.

Le tableau suivant regroupe les déplacements chimiques des protons et carbones de ce

compose.
Tableau n° IV.1: Résultats de la RMN 'H du composé MF02
N o C (ppm) o H (ppm) J (Hz)
1,1’ 132,12 - -
2,6 102,72 6,58 s -
2°.,6°
3,5 147,16 - -
3.5
4.4 134,33 5,49 s -
7,7 86,07 4.71,d, J=4.0Hz
8,8’ 54,38 3,09 m -
OCHs 56,40 3,90 s -
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

La comparaison de nos données (Tableau n® IV.1) a ceux de la littérature [15], montre qu’il

s’agit du (+)-syringarésinol (Figure n° IV.7).

Figure n° IV.7: Structure finale du composé¢ TM 02, (+) syringarésinol

IV.1.A. 3. Elucidation de la structure du composé TM 03

Le composé TM 03 se présente sous forme de cristaux jaune-pales.

Le spectre de masse en impact électronique couplé avec chromatographie liquide (LC-MS)
présente un pic a m/z = 353 pour I’ion moléculaire [M+H] * soit une masse égale a M = 352

correspondant a une formule brute Ci9 Hi2 O7.
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Spectre n° IV.3.1: Spectre LC-MS du composé¢ TM 03

Display Report
A noiymis Infe
Serealy s Momees e Dl 01 5l Slomm ™
PBstoo) e b
Scaamprwn bR Potefiared Tarac ety Esgusne=LC T
Wi el & phemnerreenpn Frerios S S et S0l S S0eE oG0Sl ormalaedn Pyl Plazes Arrliermi=y
DRI 2 Dm0 B0 w2004 2 54 0 B S B i e EEhyteen s T
PR 153 PR a0 relin+ ST e OG- =
A= b G an Parseea s
Boeri SEramrce Wepmn E5l b Pasar iy e S bl | s P
Boancs Bz Meomia S b2 el S SegEn 10w G0 i vy B MDD TE
Con ey F AT -1 W B 1 4352 il Sl
Bl SN | e = 55 pescrinen L=}
beian =8 =TF |
a1 -
1; 13 4
il ETREJE3 D Ty oy &35 EImE O See o ]
TR Errar (=i
a
RN
a-
S
192 BT sarazar [ =13 L
=W G ZF Drras CRETE
s=== daphnoretine
WE_
14 TR L i A [i2 T |
170
=
=]
{ ] e=1z
o =W L = frrar CeomO=]
LB ]
Zama
| 50 0
— = ey I TR S
? o
22 1
2 3 . sy L (e TOCEEEE
o ] bz S = Tuk =
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Le spectre RMN 'H de la région aromatique (6.00-7.80 ppm) (Spectre n° IV.3.3) du composé

a montré la présence de signaux dans la zone aromatique, orientant vers un squelette de type

Biscoumarine [3] :

v" un singulet d’intégration 1H a § = 7.87 ppm, attribuable au proton H-4.

un singulet d’intégration 1H a 6 = 7.21 ppm, attribuable au proton H-5.

un singulet d’intégration 1H a 6 = 6.86 ppm, attribuable au proton H-8.

Un pair de doublets typique des coumarines a 6.38 et 8.04 ppm (J = 9.6Hz) attribués
aux protons H-3’ et H-4’ respectivement.

Le déblindage de H-4" relativement a celui de H-3 peut s’expliquer par la
délocalisation du systeme oléfinique des protons H-3" et H-4".

Un systeme ABad=7.71 et 7.11 ppm (J = 8,8 Hz) caractéristique des protons H-5" et
H-6’ de coumarine respectivement.

un singulet d’intégration 1H a 6 = 7.18 ppm, attribuable au proton H-8’.

Un singulet d’intégration 3H, & = 3.82 attribuable a OCHzs.

TERAK NMR. TRENTC: SELER  SE
1H-NMR of IM13-1 white soid m%ﬁ;ﬂ;«ﬁmﬁmﬁg@mﬁow 7
Al | A i
}

S S S— WL

mag  Eh g 280

132
1]

—24

P

240

220

200

180

180

14D

120

100
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Spectre n° IV.3.3 : Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé TM 03.
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Spectre n° 1V.3.4: Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, 8 ppm) du composé TM 03,

En effet il montre la présence de dix neuf atomes de carbone, que 1’on peut attribuer, en

¢talement.
Les données du spectre RMN '*C (Spectre n° IV.3.5) corrélent bien avec la structure avancée.

s’appuyant sur les données de la littérature [4].

L’analyse du spectre RMN- 13 C (figure 4.18) montre :

e Un signal caractéristique du carbonyle d’une lactone (C-2) résonant a 6 =156,9 ppm.

Les carbones résonants a 135,6 et 130,7 ppm correspondant aux carbones de la double

liaison oléfinique(C-3) et (C-4) respectivement.

e Il montre également des signaux caractéristiques des carbones aromatiques : C-4a a

110,3 ppm, C-5 a 109,3 ppm, C-6 a 145,6 ppm, C-7 a 150,3 ppm, C-8 a 102,6 ppm et

C-8aa 147,3 ppm.
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Spectre n° IV.3.5: Spectre RMN 3 C (100 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé TM 03

L'analyse combinée des spectres RMN'H, *C J-modulé (Spectre n° IV.3.5) et HSQC (Spectre
n° IV.3.6) du composé TM-03 permet d'attribuer les déplacements chimiques des signaux
Correspondant a:

* huit carbones aromatiques quaternaires résonant a 159.9, 114.3,
,150.3,135.6,110.3,145.6,150.3 et147.3 ppm .

* Huit groupements CH aromatiques a 113.8, 143.9, 129.8, 113.4, 103.9, 130.7, 109.3 et
102.6 ppm.

* Un groupement méthoxyle a 55,9 ppm.

* Deux carbonyle résonant a156.9 et 159.6 ppm.
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Spectre n° IV.3.6: Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé¢ TM 03.
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Spectre n° IV.3.7: Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé TM 03,
¢talement.

L’expérience HMBC (Spectre n° IV.3.8) met en évidence les couplages C-H longue distance en
2JC-Het 3JC-Hentre:

» Le proton H-5 et quatre carbones résonant a 110,31 ppm, 147,37 ppm, 145,62 ppm et a
150.31ppm attribuable aux carbones C-4a et C-8a, C-6 et C-7 respectivement.

» Le proton H-5" et deux carbones résonant a 143,99 ppm, 159,61 ppm. Ces déplacements
chimiques sont attribués a C-4’, C-7’ respectivement.

* Le proton H-8” et deux carbones résonant a 150,34 ppm, 159,61 ppm. Ces déplacements
chimiques sont attribués a C-8a’, C-7’ respectivement.

* Les protons de groupement méthoxyle et un carbone résonnant a 145,62 ppm. Ce
déplacement chimiques est attribué a C-6 donc, on peut placer ce méthoxyle en C6.

* Les deux unités de coumarines sont liés en C3 et C7° et ¢a nous le montrons par une

corrélation De H-4 avec le carbone C-7° 6 = 159,61 ppm.
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Spectre n°® IV.3.8: Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du compos¢ TM 03,
¢talement.

Le tableau n° IV.2 rassemble les déplacements chimiques des onze atomes de carbones du

compos€ A et ceux rapportés dans la littérature pour le méme composé.

Tableau n° IV.2: Données de la spectroscopie RMN *C (DMSO-ds, 400 MHz).

5 13C (ppm) Interprétation 5 13C (ppm) Données
Composé A de la littérature [13]
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156.9 2 157.0
135.6 3 137.4
130.7 4 129.2
110.3 4a 111.0
109.3 5 107.2
145.6 6 144.7
150.3 7 149.0
102.6 8 103.3
147.3 8a 147.9
159.9 2 160.6
113.8 3’ 114.9
143.9 4 143.1
114.3 4a° 115.0
129.8 5 129.3
113.4 6’ 114.0
159.6 7 159.6
103.9 8 105.0
150.3 8a’ 155.0
55.9 OMe 56.6

Donc, I’ensemble de ces données, appuyées par celles de la littérature ont permis de conclure sans

ambiguité quant a la structure du composé A qui n’est autre que la daphnoretine.

H3CO 4a AN
6 3
7
HO 8a ™o
1
daphnoretine

IV.1.A. 4. Elucidation de la structure du composé TM 04

La fluorescence bleue montre que ce composé peut étre un acide phénol ou une Isoflavone.
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le spectre RMN proton enregistré dans I’ Acétone-d6 a 400 MHZ (Spectre n° IV.4.1 et 4.2)
montre qu’il s’agit d’un composé aromatique substitu¢ en position 1, 3 et 4, caractérisé par les
signaux:
v" Un singulet d'intégration 1H a 8 = 7,12 ppm attribuable a H-2.
v Un doublet d’intégration 1H a 8= 6 ,99 ppm (J = 7,6 Hz) attribuables a H-6.
v Un doublet d’intégration 1H a 8 = 6,82 ppm (J = 7,6 Hz) attribuable a H-5.
v Un quadruplet d’intégration 2H a & = 4,17 ppm (J = 7,2 Hz) attribuable a CH voisin
d’un atome d’oxygene et d’un CHs.
v Un triplet d'intégration 3H a & = 1,26 ppm (J = 7,2 Hz) attribuable a CH3 voisin d’un
CHo la présence de 2 doublets d’intégration 1H chacun a 7 ,52 et 6,23 ppm de méme
constante de couplage (J = 16,0 Hz) correspondants respectivement aux protons

oléfiniques en position trans caractéristique d’un acide phénolique.

TARAK NMR TRENTO [280
1H-NMR in acetoneds of 1/4/16+17 11.07.13
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Spectre n°® IV.4.1 : Spectre RMN 1 H (400 MHz, acétone-ds, & ppm) du composé TM 04.
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Spectre n°® IV.4.2 : Spectre RMN 1 H (400 MHz, acétone-ds, 6 ppm) du composé TM 04,
¢talement.

Le spectre de masse en impact ¢lectronique couplé avec chromatographie liquide LC-MS du
composé TM 04 (Spectre n° IV.4.3) a Donné un pic [M-1] © a m/z= 207 correspondant a la
formule C11 Hiz2 Oa.

Un ion a m/z = 178 correspondant a [M-29] ™ indiquant la présence de groupement CH,-CHj3,
Une fragmentation a m/z = 161 correspondant a [M-45] + issu de la perte du radical O-CHo-
CHs. Le fait que ce signal soit le pic de base, signifie que cette rupture est privilégiée dans
cette molécule. Comme il s’agit d’un composé aromatique, cette rupture doit étre une rupture
benzylique, autrement dit, entre le groupement OCH2CH3 et le noyau aromatique il doit y
avoir un atome de carbone, lequel ne peut étre que celui du groupement carbonyle.

Nous remarquons aussi la présence d’un pic [M-73] " a m/z= 133 et issu de la perte du radical

(CH;3-CH2-COO)
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L’analyse du spectre relatif a ’expérience HSQC (Spectre n° IV.4.5) permet 1’attribution des
signaux des protons aux atomes de carbone correspondants comme suit :

* La corrélation du proton H-8 avec le carbone C-8 montre que ce dernier a un déplacement
chimique & = 144,7 ppm.

* La corrélation du proton H-2 avec le carbone C-2 montre que ce dernier a un déplacement
chimique & = 114,0 ppm.

* La corrélation du proton H-6 avec le carbone C-6 montre que ce dernier a un déplacement
chimique & = 121,5 ppm.

* La corrélation du proton H-5 avec le carbone C-5 montre que ce dernier a un déplacement
chimique 6 = 115,3 ppm.

* La corrélation du proton H-7 avec le carbone C-7 montre que ce dernier a un déplacement
chimique 6 = 115,3 ppm.

* La corrélation du groupe CH2 avec le carbone C-10 montre que ce dernier a un déplacement
chimique 6 = 59,6 ppm, ce déplacement chimique nous montre que cette groupe CH»> est
voisins d’un oxygene.

* La corrélation du proton de CH3 avec le carbone C-11 montre que ce dernier est porté sur
cette atome de carbone.

D’apres ce spectre on peut confirmer que le CHs et le CH» du radical est fixé sur cet ester.
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Spectre n° IV.4.5 : Spectre HSQC (400 MHz, acétone-ds, 6 ppm) du composé¢ TM 04.

L’étude du spectre relatif a ’expérience HMBC (Spectres n° IV.4.6 et n° 1V.4.7) mettant en
¢vidence les corrélations proton-carbone a longue distance permet de tirer les indications
suivantes :

Le proton H-2 montre trois taches de corrélation avec les atomes de carbone a 6 = 121,1 ppm, 6 =
145,5 ppm et 6 = 148,4 ppm attribuables aux carbones C-6, C-3 et C-4 respectivement.

Le proton H-6 montre trois taches de corrélation avec des atomes de carbone a 6 = 115,9 ppm, d =
146,6 ppm et 6 = 149,2 ppm attribuables aux carbones C-5, C-3 et C-4 respectivement.

Le proton H-5 montre plusieurs taches de corrélations reparties comme suit :

Une tache de corrélation avec 1’atome de carbone a 6 = 126,0 ppm attribuable au carbone C-1.
Deux taches de corrélations avec les atomes de carbone a 6 = 145,5 et 148,4 ppm attribuables
aux carbones porteurs d’hydroxyles C-3 et C-4 respectivement.

Le proton H-7 montre une tache de corrélation avec deux atomes de carbones a 6 = 121.1et
126,0 ppm attribuable au carbone C-6 et C-1 respectivement, ce qui montre que le

groupement CH=CH est li¢ d’un coté avec le cycle aromatique.
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Le proton H-8 montre une tache de corrélation avec un atome de carbone a & = 166, 4 ppm

attribuable au carbone C-9 ce qui prouve que le groupement CH=CH est li¢ de I’autre coté

e IO

HO

avec ester.

| T
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Spectre n° IV.4.6 : Spectre HMBC (400 MHz, acétone-ds, 0 ppm) du composé¢ TM 04.
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Spectre n° IV.4.7: Spectre HMBC (400 MHz, acétone-ds, & ppm) du compos¢ TM 04,
¢talement.

Tableau n° IV.3 : Données de la spectroscopie RMN 'H (acétone-ds, 400 MHz).

Déplacement Intégration | Multiplicité Attribution
chimique 6 (ppm) (J Hz)
7,52 1H (J=16Hz) H-8
7.12 1H / H-2
6.99 IH (J=7,6 Hz) H-6
6,82 IH (J=17,6 Hz) H-5
6,23 IH (J=16Hz) H-7
4,17 2H (J=7,2Hz) CH2
1,26 3H (J=7,2Hz) CH3

~
)
)



CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

Ces données suggerent que cette molécule est un ester caféique [5]:

HO \ /\

HO

111.6.4.4 Elucidation de la structure du composé TM 05
L’examen du spectre RMN 'H (Spectre n° 1V.5.1) enregistré dans le chloroforme
(CDCls), montre la présence des signaux caractéristiques d’un terpene, type monoterpene [6],
que I’on peut identifier par :
v'Un doublet de doublet (J=17.3, 10.8 Hz) d’intégration 1H, a 8y = 5.90, correspondant
a un proton attribuables a H-7.
v'Un triplet (J=7.0 Hz) d’intégration 1H a du= 5.31 ppm, correspondant a proton H-3.
v'Un doublet de doublet (J=17.3, 1.1 Hz) d’intégration 1H, a dy= 5.21, correspondant a
un proton vinylique attribuables a H-8a.
v Un doublet de doublet (J=10.8, 1.1 Hz) d’intégration 1H, a dy= 5.07, correspondant a
un proton vinylique attribuables a H-8b.
v" Un multiplet (m) d’intégration 2H a du = 4.12 ppm, attribuable a un proton H»-1.
v" Un quadruplet(q) (J=7.0 Hz) a du =2.12 ppm d’intégration 2H, attribuable a proton
H»-4.
v" Un doublet a 6y =1.79 ppm (J=1.3 Hz) d’intégration 3H, attribuable aux protons du
méthyle CH3-2.
v Un triplet (J=7.0 Hz) d’intégration 1H a u= 1.60 ppm, correspondant a proton H-5.

v" Un singulet a 8y =1.28 ppm d’intégration 3H, attribuable aux protons du méthyle
CHz-6.
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CHAPITRE IV

RESULTATS ET DISCUSSIONS
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Spectre n° IV.5.1 :

Spectre RMN 'H (400 MHz, CDCl3, & ppm) du composé TM 05.
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

Spectre n° IV.5.2 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CDCls, § ppm) du composé TM 05,

,
étalement.
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Spectre n° IV.5.3 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CDCls, § ppm) du composé TM 05,
¢talement.

Deux singulets sont observés dans le spectre RMN 'H, le premier a 8y = 1.79 ppm et ’autre a
ou = 1.28 ppm d’intégration 3H chacun, attribuables aux protons de deux méthyles porter par
un carbone 2 et 6 respectivement.
L’analyse des spectres relatifs a ’expérience HSQC (Spectre n° IV.5.4) permet I’attribution
des autres signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :

v'le proton H-7 a 6y = 5.90 ppm permet Iattribution de son carbone C-7 a d¢ = 145.1

ppm

v" Une corrélation entre les deux protons Hz-5 et le C-5 a 8¢ = 42 ppm.

v'Le Hz-1 permet la détermination de C-2 a c= 61.3 ppm,

v'Une corrélation entre les protons de CH3 et leur carbone a 5c=22.1 ppm.

v"Une corrélation entre les deux protons H-8a et H-8b et le C-8 a 8¢ = 111.7 ppm.

v'Une corrélation entre les deux protons H-4a et H-4b et le C-4 a 8¢ = 42 ppm.

v'Le H-3 corréle avec le carbone C-3 a 6¢c= 128.4 ppm.

o
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

v'Les protons d’un méthyle a 8y = 1.72 ppm permet ’attribution de ce carbone a d¢c =

23.1 ppm.

TAR MK NMR. TRENTC:
HEG NMR. of fraction 1/5/16-+17 CDCI3

588 S
F1 (pprr)

—_———————— ———————————
9.0 -4 2D 75 70 &5 &0 5 . 5D 45 40 L X 25 2.0 15

Spectre n° IV.5.4 : Spectre HSQC (400 MHz, CDCls, 6 ppm) du composé¢ TM 05.

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HMBC (Spectre n° IV.5.5) permet de tirer les
indications suivantes :
e Les protons de méthyle 6-CH; montre trois taches de corrélation avec les carbones a
dc=42.1, 73.4 et145.1 ppm attribuables aux carbones C-5, C-6 et C-7 respectivement.
e Les protons H>-1 montre trois taches de corrélation:

v La premiére avec le 2-CH3 a 8c=21.2 ppm.

<\

La seconde avec le C-3 a 6c= 128.4 ppm.
v" La troisiéme, une corrélation avec un carbone quaternaire a ¢ = 134.5 ppm, qui ne peut

étre que le C-2.
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

e Le groupement de méthyle 2-CH3 montre trois taches de corrélation avec les carbones
a oc = 61.5, 1284 et134.3 ppm attribuables aux carbones C-1, C-3 et C-

2respectivement.
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Spectre n° IV.5.5 : Spectre HMBC (400 MHz, CDCls, é ppm) du composé¢ TM 05

L’¢étude du spectre relatif a ’expérience COSY (Spectre n° IV.5.6) permet de confirmer les
indications précédentes :
v" Une corrélation entre le signal des protons H-4 et un signal sous-forme multiplet a 3y
=2.10 ppm qui ne peut étre que le H-5a et H-5b.
v' Les deux protons H-1a et H-1b montrent une tiche de corrélation avec le proton (m) a
oun = 5.90 ppm attribuable a H-2.
v" Une corrélation entre les protons qui sont sous forme de multiplet de H-5 et un proton

a ou = 2.10 ppm qui ne peut étre que le H-6.
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Spectre n° IV.5.6 : Spectre COSY (400 MHz, CDCl3, 6 ppm) du composé TM 05

Sur la base de ces résultats et avec la comparaison avec la littérature [7], nous attribuons donc

a ce compos¢ qui celle du 8-hydroxylinalol.

oH

oH
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

111.6.4.4 Elucidation de la structure du composé TM 06

La fluorescence noir-violette de ce composé sous lumiere de Wood indique qu’il s’agit d’une
flavone ou d’un flavonol substitué¢ en C-3.

Les données de la série spectrale UV (tableau n° IV.17), spectre n° IV.76 donnent les
indications suivantes :

* La valeur de la longueur d’onde de la bande I en présence du méthanol a
338 nm, oriente vers la structure d’une flavone.

* [’addition du réactif NaOH, conduit a un déplacement bathochrome de +65 nm de la
bande I, avec une augmentation de I’intensité, ce qui prouve I’existence d’un OH libre en
position 4°.

* L’apparition d’une nouvelle bande a 329 nm prouve ’existence d’'un OH libre en
position 7, ceci est confirmé par le spectre enregistré en présence de NaOAc, ou la bande II
subit un déplacement bathochrome de + 22 nm par rapport au spectre enregistré dans le
MeOH.

 L’addition du réactif AICIs, conduit & un déplacement bathochrome de +18 nm de la
bande I, par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, ce qui indique ’existence d’un OH
libre en position 5.

Les données relatives a cette série spectrale sont rassemblées dans le tableau [V-4.

Tableau n° IV.4: Données de la série spectrale UV du compose TM 06

Réactifs Bande I Bande 11 Autres Commentaire
bandes
MeOH 338 271 240, 249 Flavone
NAOH 403 263 329 4’-OH et 7-OH
AICI3 356 275 / 5-OH
AICI3+HCI1 351 279 /
NaOAc 360 274 321 7-OH
NaOAc+H3BO3 347 270 / /
Spectre stable avec NaOH aprés Smn
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Spectre n°® IV.6.1 : Série spectrale UV du composé¢ TM 06

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre n° IV.6.2 et 6.3) montre la présence des signaux

caractéristiques d’un flavonoide de type flavone qu’on peut identifier par:
* Un doublet dédoublé d’intégration 1H a 6 = 7,57 ppm (J = 8,8 ; 2,0 Hz) partiellement
recouvert par un doublet d’intégration 1H a 8 = 7,56 ppm (J = 2,0 Hz) attribuables a H-6’ et

H-2’ respectivement.

*Un doublet d’intégration 1H a & = 6,93ppm (J = 8,8 Hz) attribuable a H-5’

* Un singulet d’intégration 1H a é = 6,89 ppm attribuable a H-3.
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CHAPITRE IV

* Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a 6 = 6,50 ppm (J = 2,0 Hz) et le second
aod =619 ppm (J = 2,0 Hz) attribuables a H-8 et H-6 respectivement indiquant une

disubstitution du cycle A dans les positions Set 7.

* Un singulet d’intégration 3H a & = 3,89 ppm révélant la présence d’un groupement

méthoxyle dans la molécule.

Le tableau n° IV.5: rassemble les résultats de la RMN 'H.
Tableau n° IV.5: Données de la spectroscopie RMN 'H (CDs;OD, 400 MHz).

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Déplacement Intégration Multiplicité J (Hz) Attribution
chimique (ppm)
7.56 1H 9.5:2,3 H-6’
7.55 1H 2.3 H-2’
6.93 1H 9.5 H-5’
6.89 1H / H-3
6.51 1H 2,3 H-8
6.19 1H 2,3 H-6
3.89 1H / OCH;
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Spectre n° I1V.6.2 : Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6, § ppm) du composé TM 06
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

Spectre n° IV.6.3 : Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6, § ppm) du composé TM 06,
¢talement.

Les données de la spectroscopie RMN 'H complétées par celle de la spectrométrie

ultraviolette sont en accord avec la littérature [8] et ménent a la structure suivante:

OH

HO

OH 0]

4°, 5, 7-trihydroxy-3’-methoxyflavone
(Chrysoeriol)
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

IV. 1. A. 7. Elucidation de la structure du composé TM 07
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Spectre n° IV.7.1 : Profile LC-MS en mode positif de TM 07

Le spectre de masse ESI/MS +, enregistré en mode positif, montre un ion pseudomoléculaire

m/z 299[M+H] -, soit une masse moléculaire égale a 298 uma et une formule brute C17 Hi4 Oe.
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

Spectre n° IV.7.2: Spectre LC-MS du composé¢ TM 07

Le composé TM 07 qui se présente sous forme de cristaux jaunes, montre par analyse CCM et
sous lumiére de Wood, une fluorescence noire-violette laissant envisager pour ce produit une
structure de type flavonoide.

L'é¢tude de la série spectrale UV (Spectre n° IV.7.1) donne les indications suivantes:
) Le déplacement bathochrome de la bande I (AL = +38 nm) avec diminution de son intensité
provoqué par P’addition de NaOH laisse supposer la présence d’un OR en 4’.
[J L’ajout de NaOAc, ne provoque aucun déplacement de la bande II révélant la présence
d’une substitution de type OR sur C-7.

[J Un effet bathochrome de la bande I dans le spectre enregistré dans le milieu (AlCl3 +HCI)
(AN =+ 19 nm) comparativement au spectre enregistré dans le MeOH indiquant la présence
d’un OH libre en C-5 et une oxygénation en C-6.

Les données relatives a cette série spectrale sont rassemblées dans le tableau n° IV.6.

Tableau n° IV.6: Données de la série spectrale UV (A max, nm).

Réactifs Bande 1 Autres bandes Bande 11 Commentaire
MeOH 332 / 276 Flavone
+ NaOH 370 276 OR libre en 4'
+AICI1 3 355 301 294
+AICl1 3 /HCI 351 / 293 OH libre en 5

Oxygénation en 6

+NaOAc 360 364 276 ORen7

+NaOAc¢/H 3 BO 3 336 / 276 Pas di OH

Spectre stable en présence de NaOH apres 5 mn
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Spectre n°® IV.7.1 : Série spectrale UV du composé¢ TM 07
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

L'étude du spectre RMN 'H montre la présence des signaux caractéristiques d'un flavonoide
de type flavone reconnaissable par :

*Deux doublets (J = 9,2 Hz) a 6 = 8,02 ppm et a 6 = 7,11 ppm de deux protons chacun
caractéristiques d’un noyau B oxygéné en position 4', le premier est attribué aux protons H-2'
et H-6', le dernier est attribué aux protons H-3' et H-5'.

*Un singulet d’intégration 1H a & = 6,66 ppm attribuable a H-3.

*Un singulet d’intégration 1H a & = 6,64 ppm attribuable a H-8.

*Deux singulets d'intégration 3H chacun a 6 = 3,90 et 3,86 ppm attribuables a deux
groupements méthoxyles.

Tableau n° IV.7: Données de la spectroscopie RMN 'H (acétone-ds, 400 MHz).

Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
chimique (ppm) 1 (H)

8.02 1H 9,2 H-6’, H-2’
7.11 1H 9,2 H-3’, H-5’
6.66 1H / H-3
6.64 1H / H-8’
3.90 1H / OCH;
3.86 1H / OCH;
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

Spectre n° IV.7.3 : Spectre RMN 'H (400 MHz, acétone-ds, & ppm) du composé TM 07,
¢talement.

La combinaison des résultats de la spectroscopie RMN 'H et la série spectrale UV permet de

localiser les deux groupements méthoxyles en position 4’et 7 ce qui méne a la structure

suivante :

OCHj

H4CO

HO

OH 0

5, 6-dihydroxy-4’, 7 —dimethoxyflavone
(ladanein) [9].
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

IV. 1. B. Elucidation des produits isolés de la phase acétate d’éthyle

IV. 1. B. 1. Elucidation de la structure du composé TA 01

Le composé TAO1 se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol.

Ce composé d’une fluorescence noire violette sous lumiére de Wood réagit avec le réactif
NHj3 en affichant une coloration jaune laissant envisager une structure de type flavonoide.

Les données de la série spectrale UV (Spectre n° IV.8.1) montrent :

[JLe spectre enregistré dans le méthanol montre deux bandes d’absorption, une bande II a 254
nm et une bande I a 349 nm orientant vers une structure flavonique de type Flavone ou un
flavonol substitué en 3.

[Le déplacement bathochrome de la bande I (AA = +51 nm) avec augmentation de son
intensité provoqué par I’addition de NaOH laisse supposer la présence d’un OH libre en 4°.
[JLe spectre enregistré en présence de NaOAc, montre un déplacement bathochrome de la
bande II (AA I = + 3 nm) par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, orientant vers la
présence d’un OH libre en C-7.

[J L’addition du réactif AICl3, conduit a un déplacement bathochrome de +40 nm de la bande
I, par rapport au spectre enregistré dans le MeOH, ce qui indique I’existence d’un OH libre en
position 5.

[J L addition des réactifs NaOAc , H3BOs3 donne un déplacement bathochrome de la bande I
(AA=+22 nm) par rapport au spectre enregistré dans MeOH , qui prouve I’existence d unortho

di OH sur les carbones 3°,4°

Les résultats relatifs a cette série spectrale UV sont rassemblés dans le tableau n° IV.8.
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RESULTATS ET DIS

CUSSIONS

Tableau n° IV.8: Données de la série spectrale UV (A max, nm).

Réactifs Bandel Bandell Nouvelle bande | Commentaries
MEOH 349 254 Flavone
+NAOH 400 266 329 OH en C-4°
+AICI 3 389 267 OH en C-5
+AICI 3+ HC1 355 264 /
+NaOAc 356 270 OH en C-7
+NaOAc+tH3 BO 3 371 259 diOHen3’, 4’

Spectre stable avec NaOH aprés Smin
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Spectre n° IV.8.1 : Série spectrale UV du composé TA 01
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L’étude du spectre RMN "H (Spectre n° IV.8.2) donne les indications suivantes :
v un doublet dédoublé d’intégration 1H a 8 7,41 ppm (J = 8,8 ; 2,0 Hz)
attribuables a H-6’

AN N N

un singulet d’intégration 1H a 6 6,56 ppm attribuable a H-3
un doublet d’intégration 1H a 6 6,46 ppm (J = 2,0 Hz) attribuable a H-8
un doublet d’intégration 1H a 6 6,23 ppm (J = 2,0 Hz) attribuable a H-6.

un doublet d’intégration 1H a o 7,40 ppm (J = 2,0 Hz) attribuables a H-2’
un doublet d’intégration 1H a o 6,93 ppm (J = 8,8 Hz) attribuables a H-5’

Tableau n° IV.9: Données de la spectroscopie de RMN 'H (CDs;OD, 400 MHz) du composé

TA-01
Déplacement Intégration Multiplicité Attribution
chimique (ppm) J (H2)
7.41 1H 8.8,2.0 H-6’
7.40 1H 2.0 H-2’
6.93 1H 8.8 H-5°
6.56 1H / H-3
6.46 1H 2.0 H-8
6.23 1H 2.0 H-6
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Spectre n° IV.8.2 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CD;0D, & ppm) du composé TA-01.
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

Spectre n° IV.8.3: Spectre RMN 'H (400 MHz, CDsOD, & ppm) du composé TA-01,
¢talement.

z

OH

HO

OH O]

L’ensemble des données de la série spectrale UV ainsi que la RMN 'H oriente vers le
composé : 3°,4°, 5, 7- tetrahydroxyflavone connue sous le nom de luteoline [10].

IV. 1. B. 2. Elucidation de la structure du composé TA 02 et TA 03

Le composé TA 02 se présente sous forme d’une poudre jaune soluble dans le méthanol. La
fluorescence noire-violette de ce composé sous lumiere de Wood laisse envisager la structure
d’une flavone ou un flavonol substitu¢ 3-OR.

Le spectre RMN 'H (400 MHz, CD3;0D) (Spectre n° IV.9.1) donne les indications suivantes :
» Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H a & = 6,14 ppm (J = 2,0 Hz) attribuable
a H-6.

» Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 1H a 6 = 6,31 ppm (J = 2,0 Hz) attribuable
a H-8.

* Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 2H a & = 6,80 ppm (J = 8,8 Hz) attribuable
H-3’& H-5’

* Un signal sous forme d’un doublet d’intégration 2H a & = 7,99 ppm (J = 8,8 Hz) attribuable
a H-2’& H-6’.Ces signaux confirment une substitution du noyau B en 4’

*On observe également deux doublet a 6 H = 6.34 ppm (d, J=16.2 Hz); 8 H= 7.50 ppm (d, J=
16.2 Hz) indiquant la présence de deux protons vicinaux d’une double liaison de
configuration trans attribuable a un groupement CH=CH, Leurs déplacements chimiques
déblindées pourraient étre diis a une conjugaison de la double liaison avec un carbonyle
*D’autres part on observe un 2 éme systeme AA'XX' a 6 H = 6.82 ppm (2H, d, J= 9.2 Hz)
attribuable H-3’& H-5""" et a 6 H = 7.31 ppm (2H, d, J= 9,2 Hz) attribuable a H-2*>’& H-
6’
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Spectre n° IV.9.1 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CD;OD, § ppm) du composé TA 02.

Le spectre RMN 'H (Spectre n° IV.9.1 ) suggére aussi I'existence d'une unité osidique dont un
doublet a 5,24 ppm (H-1", J = 4.0 Hz) qui correspond au proton anomérique, deux doublet de
doublets a 4,30 et 4,19 ppm attributables aux deux protons oxyméthyléniques H-6"a (J = 12.0
et 2,0 Hz) et H-6"b (J = 12.0 et 2,4 Hz), des multiplets entre 3,30 et 3,50 ppm attribués aux
protons oxyméthines de 1'unité osidique

L’examen du spectre COSY 'H-'H enregistré dans CD3;OD et ses étalements (spectre n°
IV.1.B13.4 et n° IV.1.B13.4°) permet en effet de mettre en évidence:

» La présence de H-2>’ dans la zone (6 = 3,46 a 3,50 ppm) sous forme d’un multiplet
partiellement recouvert par d’autres signaux, par sa corrélation avec le H-1"".

* La localisation de H-2"’ permet d’attribuer H-3"’ au signal sous forme de multiplet dans la
zone (0 = 3,44 - 3,48 ppm).

* Ce dernier noyau permet par sa corrélation Iattribution de H-4>" a 6 = 3,35 ppm. Ce signal
apparaissant sous forme d’un multiplet

+ L attribution de H-4>" permet a son tour de localiser H-5"" sous forme de multiplet dans la
zone (0 = 3,42 - 3,46 ppm).

* Ce dernier noyau (H-5"") méne a I’attribution de H-6""b a 4.19 ppm (1H, dd, J = 12.8, 6.8
Hz)etaH-6"aad=4.30 ppm (1H, dd, J = 12.6, 2.0 Hz).

Les valeurs du déplacement chimique et de la constante de couplage de H-1"" indiquent qu’il

s’agit d’un —O- b-glycosyle.
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Spectre n° IV.9.2 : Spectre COSY (400 MHz, CD;0D, 6 ppm) du composé¢ TA 02

Ces données sont caractéristiques d’un hexose de type glucose.

~
| =
)
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Spectre n° 1V.9.3: Spectre '*C (100 MHz, CD;0D, § ppm) du composé TA 02.

Les déplacements chimiques observés en RMN du 'H et du '*C sont présentés dans le tableau
n° I11.16 et confrontés avec des données de RMN du '3C trouvés dans la littérature (Agrawal,

1989).

A partir de ’analyse du spectre RMN 'H et du Carbone '*C, on peut déduire les attributions
du carbone a partir des spectres RMN 'H, (Spectre n° IV.9.1), COSY (‘H, 'H), (Spectre n°
1V.9.2) et HMBC étalé (Spectre n° IV.9.5).
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Tableau n° IV.10 : Données de la RMN 'H (CDsOD ; 400 MHz).

Position o H (ppm) 0 C (ppm)

2 - 158.4

3 - 135.1

4 - 179.4

5 - 161.5

6 6.14d (J=2.0 Hz, 1H) 100.0

7 159.3

8 6.80d (J=2.0 Hz, 1H) 94.8

9 - 162.9
10 - 105.5
| - 122.7
2, 6 7.99 d (J=8.8 Hz, 2H) 132.1
3,5 7.95 d (J=8.4 Hz, 2H) 116.0
¢ - 161.1
1” 5,24 (d,J=4.0 Hz) 103.6
2” 3.48 (m) 75.5
3 3.45(m) 77.8
4> 3.35 (m) 71.5
5” 3.47 (m) 75.4
6” 4.19 (dd,J=12.8, 6.8 Hz) 64.2

4.30 (dd, J=12.6, 2.0 Hz)
1 - 127.1

~



CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

27, 6" 7.31 d (J= 9.2 Hz, 2H) 131.1
3, 57 6.82 d (J= 9.2 Hz, 2H) 116.0
4°” - 161.1
7 7.40 (d, J = 15.6 Hz) 114.7
8 6.07 (d, I = 15.6 Hz) 146.5
9> - 168.7

Le spectre HMBC ¢étalé (Spectre n° IV.9.5) permet d’établie les liaisons entre les différents
fragments de ce composé. En effet le spectre HMBC du composé TA 02 montre d’une part
une tache de corrélation correspondant au doublet a 6 H = 7.40 ppm attribu¢ a H-7"" et au
signal a 6 C = 131.1 ppm attribué aux carbones C-2" et C-6" et d’autre part une tache de
corrélation correspondant au doublet a 6 H = 6.07 ppm attribué a H-8"" et au signal a o6 C
=168.7 ppm attribu¢ au carbone quaternaire C-8"', cela nous a permis de lier le groupement
CH=CH avec le fragment de phénol et le fonction ester.

Le spectre HMBC (Spectre n° I1V.9.4) de ce composé montrant des corrélations en 3 J entre le
proton anomérique H-1" et le carbone C-3 de la génine résonant a 135.1 ppm, confirment que
ce glucose est positionné en C-3. Le proton H-6"a du glucose corrélant en HMBC (Spectre n°
IV.9.5) avec un carbonyle repéré a 168.7 ppm indique que le glucose est attaché également au

groupement cafféoyle.
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

TARAK MMR TRENTO
. HMEGNMR of sample PML from thymelzea microphellz in (D3CD 300K

F1(pprr)

T T T ¥ T T T . T T T ¥ T T T u T T T ¥ T T T
80 75 70 65 &0 L5 . 5D 45 40 15 3.0 25
f2 (ppm)

Spectre n° 1V.9.4 : Spectre HMBC (400 MHz, CDs;0OD, 6 ppm) du composé¢ TA 02.
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Spectre n° IV.9.5 : Spectre HMBC (400 MHz, CD;0D, 6 ppm) du composé TA 02,
¢talement.
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

Sur la base de I’ensemble de ces données le composé TA 02 est identifi¢ comme étant

Kaempférol 3-O-B-6"-caftéoylglucopyranoside appelé encore trans-tiliroside [11].

OH

HO 0

0 OH
OH 0

OH
OH

Dans notre interprétation de spectre RMN proton on a observé un petit signale 8 H=5.50 ppm
et a H=6.70 ppm avec un constant de couplage 12.4 HZ pour les deux protons, qui
correspondant a la forme CIS de ce composé avec 03 %.

Une photo isomérisation a été faite en utilisant les lampes UV et qui nous a permis

d’augmenter le pourcentage de la forme CIS jusqu'a 30 %.
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20 "of phatoiradidton’ & 350 nm
+ &0 min of phowiradistion 2t 254 nm
+ 40 min = 350 nm I 360

M-'J!.,,W_k_l'. JJ,J‘!, ij-?'" ' ||I U o | i {'u' ;i .

di.

- = g : . . - ; = : ; . :
80 75 7.0 65 5.0 &S ] 45 4.0 35
f1 (ppm)

Spectre n° IV.10.1 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CD;0D, & ppm) du composé TM 03.
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CHAPITRE IV

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le tableau suivant nous montrons les déplacements chimiques de RMN 'H et *C de cis-

tiliroside apres la photoisomérisisation.

Tableau n° IV.11: Données de la RMN 'H (CD;OD ; 400 MHz).

Position o H (ppm) 0 C (ppm)
2 - 168.7
3 - 135.1
4 - 179.4
5 - 162.9
6 6.14d (J=2.1 Hz, 1H) 158.4
7 166
8 6.19d (J=2.1 Hz, 1H) 94.8
9 - 159.3
10 - 105.5
| - 122.7

2,6 7.96 d (J= 8.8 Hz, 2H) 132.1
3,5 6.80 d (J=8.8 Hz, 2H) 116.7
4 - 161.5
1” 5,19(d,J=7.2 Hz) 103.6
2” 3.48 (m) 75.5
3 3.45(m) 77.8
4> 3.35 (m) 71.5
5” 3.47 (m) 75.4
6” 4.19 (dd,J=12.8, 6.8 Hz) 64.2
4.30 (dd, J=12.6, 2.0 Hz)
1 127.1

N
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

2,6 7.51 d (J=8.4 Hz, 2H) 131.1
3,5 6.68 d (J= 8.4 Hz, 2H) 116.0
4°” - 161.1
7’ 6.70 d (J=12.4 Hz, 1H) 114.7
8 5.50d (J=12.4 Hz, 1H) 146.5
9>’ - 168.7
Tous ces donnés menent la structure finale: Cis-tiliroside[12].
OH

>
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

IV. 2. Elucidation des produits de linaria aegypticaea

IV. 2. A. Elucidation des produits isolés du mélange de la phase chloroformique et la
phase acétated’éthyle

IV. 2. A. 1. Elucidation de la structure du composé MF 01

La fluorescence noire violette sous lumiere de Wood est caractéristique d’une flavone ou

d’un flavonol substitué en 3.

L’¢étude de la série spectrale UV (Spectre n° IV.11.1) montre :

v

Le maximum d’absorption de la bande I a 329 nm dans le spectre enregistré dans
le méthanol indique qu’il s’agit d’un flavonoide de type flavone.

L’addition de NaOAc provoquant un déplacement bathochrome de la bande I1 (AL
=+ 7 nm) par rapport au spectre MeOH prouve la présence d’un OH libre en 7.

Le déplacement bathochrome de la bande I enregistré dans le milieu (MeOH
+AlCI3) comparativement a celui enregistré dans le méthanol (AL = + 51 nm)
indique la présence d’un OH libre en 5.

L’absence du déplacement hypsochrome de la bande I en comparant les spectres
AICl; + HCl et AICIl3, laisse prévoir I’absence d’un systéme ortho dihydroxylé sur le
cycle B.

L’addition de NaOH provoquant un déplacement bathochrome de la bande I (AA =
+ 37 nm) avec diminution de I’intensité lumineuse indique la présence d’un OR en

position 4 .
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CHAPITRE IV

L’ensemble des données de la série spectrale UV est reporté dans le tableau n° IV.12.

Tableau n° IV.12: Données de la série spectrale UV (A max, nm).

Réactifs Bande I Bande I1 Autres bandes Commentaire
MeOH 329 269 Flavone
+ NaOH 366 276 OR libre en 4'
+AIC1 3 380 277 OH libre en 5
+AICI1 3 /HCI 337 280 372 Pas de ortho di-
OH sur le cycle B
+NaOAc 350 276 OHen7
+NaOAc/H 3 BO 3 331 269 Pas di OH

Spectre stable en présence de NaOH apres S mn
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Spectre n°® IV.11.1 : Série spectrale UV du composé¢ MF 01
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre n° IV.11.2) montre:

v Un singulet a 8 = 6,48 ppm attribuable a H-3, ce qui confirme la structure
d’une flavone.

v Deux doublets d’intégration 1H chacun, le premier a § = 6,23 ppm, le second a
0 =6,03 ppm (J = 2,0 Hz) attribuables a H-8 et H-6 respectivement.

v' La constante de couplage J = 9,2 Hz du doublet qui apparait a 6 = 7,07 ppm,
permet I’attribution de ce signal d’intégration 2H a H-3’ et H-5’, de méme la
constante de couplage J = 9,2 Hz du doublet qui apparait a 6 = 7,90 ppm,
permet I’attribution de ce signal d’intégration 2H a H-2’ et H-6".

L’ensemble de ces données est reporté dans le tableau n® 1V.13.

Tableau n° IV.13: Données de la RMN 'H:

Déplacement Intégration Multiplicité (J Hz) Attribution
chimique (ppm)
7.90 2H d (9,2) H-2’ ; H-6’
7.07 2H d (9,2) H-3’; H-5°
6.48 1H S H-3
6.23 1H d (2,0) H-8
6.03 1H d (2,0) H-6
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Spectre n° IV.11.2 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CD;0D, & ppm) du composé MF 01.
L’ensemble des données (UV et RMN ! H) sont en accord avec ceux de la littérature [13]

menent a la structure : acacetin.

| OCHj i
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IV. 2. A.2. Elucidation de la structure du composé MF 02
L’étude du spectre de masse mode ESI/MS (-) (Spectre n® IV.2.2), donne une masse exacte
pour le pic moléculaire & m/z = 417 [M-H] -, soit une masse moléculaire é¢gale a 418 uma

correspondant & la formule brute Czz Hzg Os, soit un composé a 6 insaturations.
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Spectre n° IV.12.1: Spectre LC-MS du compos¢ TM 02
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

Le spectre RMN 'H a 400 MHz de ce composé, enregistré dans le CDCl; deutéré, montre la
présente de :

- Un signal singulet a 3.90 ppm d’intégration 12H, correspondant a quatre groupements
méthoxyles.

- Un signal singulet a 5.49 ppm s’intégrant pour deux protons, attribuable a deux groupements
OH.

- Un signal singulet s’intégrant pour quatre protons a 6.58 ppm caractéristique de protons
aromatiques.

Ceci montre que ces protons forment deux noyaux aromatiques tetra substitué.

Le spectre RMN "H montre également la présence de :
» Un signal doublet d’intégration 2H a 4.71 ppm (J = 4.0 Hz) de protons oxygénés.
» Un signal sous forme de multiplets d’intégration 2H résonant a 3.09 ppm

» Deux signaux multiplets d’intégration 2 H chacun a 3.91 et 4.27 ppm.
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L’ensemble de ces données (déplacements chimiques des différents protons et constantes de
couplage) et la présence précédemment établie de deux noyaux aromatiques trisubstitués,

nous oriente vers une molécule a squelette furanique nommé (+)-syringaresinol [2].
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

IV. 2. A. 3. Elucidation de la structure du composé MF 03

Aprées I’analyse de spectre LC-MS, on a constaté qu’il s’agit de deux composés majoritaires.
|
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Spectre n° IV.13.1 : Profile LC-MS en mode positif du composé MF 03

Le spectre de masse ESI, enregistré en mode négatif de premier composé, montre un ion
pseudomoléculaire m/z 215 [M-H] -, soit une masse moléculaire ¢gale a 216 uma et une

formule brute Ci9 Hi2 Q4. Cette derniere donne 05 insaturations.
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Spectre n°® IV.13.2 : spectre de masse ESI/MS (-) du MF 03
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

L’examen du spectre RMN 'H (Spectre n° 1V.13.3), montre qu’il s’agit d’un composé
aromatique substitué en position 1, 3 et 4, caractérisé par les signaux:
v Un doublet dédoublé d'intégration 1H a 6 = 7,57 ppm (J = 8,8 Hz ; 2,4 Hz) attribuable
a H-6,
v" Un singulet d’intégration 1H a 6 = 7,52 attribuables a H-2.
v Un doublet d’intégration 1H a 6 = 6,95 ppm (J = 8,8 Hz) attribuable a H-5.
v Un singulet d'intégration 3H a 6 = 3,95 ppm, indiquant la présence d’un groupement
méthoxyle (OCH3).
v Un triplet d’intégration 2H a 6 = 4,01 ppm (J = 5,2 Hz) attribuable a CH; voisin d’un
atome d’oxygene et d’un CHo.
v Un triplet d'intégration 2H a 6 = 3,18 ppm (J = 5,2 Hz) attribuable a CH, voisin d’un
CHa,.

La multiplicité des deux derniers signaux oriente vers la présence d’un enchainement CH -
CH> avec absence de noyaux couplant sur les atomes voisin. Les valeurs des déplacements
chimiques des protons de ces deux groupements indiquent que le CHz a 8 =4,01 ppm (J = 5,2
Hz) est voisin d’un atome d’oxygene et d’'un CHz et le CH 2 a 6 = 3,18 ppm (J = 5,2 Hz) est

voisin d’un carbonyle et d’'un CHa.
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Spectre n° 1V.13.3: Spectre RMN 'H (400 MHz, CDCl3, § ppm) du composé MF 03.

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre n° IV.13.4) permet I’attribution des
signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :
v Le H-6 permet I’attribution du signal a & = 123.59ppm a I’atome de carbone C-6.
v Le H-2 permet I’attribution du signal a & = 122,84 ppm a I’atome de carbone C-2.
v Le H-5 permet I’attribution du signal a 6 = 113,84 ppm a I’atome de carbone C-5.
v Le groupement méthoxyle a 6 = 3,89 ppm permet I’attribution de I’atome de carbones
ad=56,55 ppm.
v Le groupement CH 2 a 6 = 3,18 ppm permet I’attribution de ’atome de carbones a 6 =
39,57 ppm.
v L’autre groupement CH 2 a 6 = 4,01 ppm permet I’attribution de I’atome de carbones

a0 =>58,77 ppm.
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Spectre n° IV.13.4 : Spectre HSQC (400 MHz, CDCl3, 6 ppm) du composé¢ MF 03.
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Spectre n° IV.13.5 : Spectre HSQC (400 MHz, CDCl3, 6 ppm) du composé MF 03,
¢talement.
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L’examen de spectre HMBC (Spectre n° IV.13.6) et son étalement (Spectre n° IV.13.7) nous
a permet d’observer que le groupement méthoxyle ainsi que le proton H-2 ont des
connectivités avec le carbone a & = 146.88 ppm. Ce carbone correle également avec le proton
H-5 ceci indique que le groupement méthoxyle est placé en positon C-3.

Les autres corrélations observées dans ce spectre confirment ces indications. En effet, Le
proton H-5 montre deux taches de corrélation avec I’atome de carbone a 6 = 129,7 ppm qui ne
peut étre attribué qu’au carbone C-1. Ce méme atome de proton montre une tache de
corrélation avec le carbone C-3.

Par ailleurs, les protons H-6 et H-2 corrélent avec le méme atome de carbone a é =

150,7 ppm , donc ce dernier est attribué au carbone C-4.

F1 (pprmi

210

Spectre n° IV.13.6 : Spectre HMBC (400 MHz, CDCl3, 6 ppm) du composé MF 03



CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

HMEC of T1 CDOL3 H-5,C1
' a 130
| ' ]
' 135
SEN]
C-3, OCH3 E
H5,C-3 : s S
— ] 1 " @ =
) H-2.C-4 {
2 SL]
h
H-6,C-4
155
160
e
82 7B 76 T4 72 TD 6B &4 &0 56 52 4.8 44 40 5
2 {ppm)

Spectre n° IV.13.7 : Spectre HMBC (400 MHz, CDCl3, 6 ppm) du composé¢ MF 03,
¢talement.

L’ensemble de ces données nous a conduits a la structure suivante :

OH

HO

OCH;

3-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) propan-1-one [16].
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CHAPITRE IV

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tableau n° IV.14: Résultats de la RMN 'H du composé MF 03

Déplacement Intégration Multiplicité (J Hz) Attribution
chimique o (ppm)
7,57 1H dd (8,8 ;2,4) H6
7,52 1H s H2
6,95 1H d (8,8) HS5
4,01 2H t(5,4) CH2
3,95 3H S CH3
3,18 2H t(5,4) CH2

IV. 2. A. 4. Elucidation de la structure du composé MF 04

Le composé¢ MF-03 se présente sous forme d’ une poudre jaune soluble dans le méthanol. La

fluorescence noir-violette de ce composé sous lumicere de Wood indique qu’il s’agit d’une

flavone ou d’un flavonol substitué en C-3. Son spectre UV présente les bandes d’absorption

caractéristiques d’un flavone a 285 et 335 nm.

Ce produit présente également un aspect plus simple en RMN du'H (Spectre n° IV.14.1),

Dans la région des aromatiques, quatre signaux sont observables :

>

Un signal sous forme d’un doublet a 6 = 8,02 ppm (J = 8,8 Hz) d’intégration 2H
attribuable a H-2’et H-6’.

Un signal sous forme d’un doublet a 6 = 7,10 ppm (J = 8,8 Hz) d’intégration 2H
attribuable a H-3’et H-5".

Un signal singulet d’intégration 1H a & = 6,82 ppm attribuable a H-3.

Un autre signal singulet d’intégration 1H a 6 = 6,59 ppm attribuable soit a H-6
ou H-8.

un singulet d’intégration 3H chacun a 6 = 3,85 ppm montrant la présence d’un

groupement méthoxyle.
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Spectre n° IV.14.1 : Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé MF 04
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Spectre n° IV.14.2 : Spectre RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds, § ppm) du composé MF 04,
¢talement.

L’analyse du spectre relatif a I’expérience HSQC (Spectre n° 1V.14.3 et 14.4) permet
I’attribution des signaux des protons aux atomes de carbone correspondants ainsi :
* Le H-6’et H-2’ permet I’attribution du signal a & = 127,84 ppm a les atomes de carbones C-
2’et C-6°.
* Le H-3’et H-5" permet D’attribution du signal a 0 = 114,42 ppm a les atomes de carbones
C3’et C-5°
* Le H-3 permet I’attribution du signal a 6 = 102,95ppm a I’atome de carbone C-3
*Le H a 8 = 6,59 ppm permet Iattribution du signal a 6 = 93,68 ppm a 1’atome de carbone C-
6 ou C8.
* Le groupement méthoxyle a & = 3,85 ppm permet I’attribution 1’atome de carbone C a 6 =

55,40 ppm.
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Spectre n° I1V.14.3 : Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-dg¢, 6 ppm) du composé¢ MF 04
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Spectre n° 1V.14.3 : Spectre HSQC (400 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé MF 04,
¢talement.

Les attributions des carbones restants ont été complétées par 1’étude du spectre de corrélation
hétéronucléaire a longue distance HMBC enregistrés dans le méthanol (Spectre n° 1V.14.4,
IV.14.5) quiest :
Le proton H-6 ou H-8 a 6 = 6,59 ppm montre quatre taches de corrélation :
v’ La premiére avec un atome de carbone a 8 = 103,92 ppm qui ne peut étre attribué
qu’au C-10.
v La deuxiéme avec un atome de carbone a 8 = 129,08 ppm qui ne peut étre attribué
qu’au C-7.
v' La troisiéme avec un autre atome de carbone oxygéné représenté par le signal a &
= 153,34 ppm qui ne peut que le C-6.
v/ La quatriéme avec un autre atome de carbone oxygéné représenté par le signal a &
=149 ,85 ppm qui ne peut étre que le C-9.
Ce proton ne peut étre que le H-8.
Le proton H-3 montre quatre taches de corrélation :
v’ La premiére avec un atome de carbone a & = 103,92 ppm qui ne peut étre attribué
qu’au C-10.
v' La deuxiéme avec un atome de carbone a 6 = 123,08 ppm qui ne peut étre attribué
qu’au C-1".
v" La troisiéme avec un autre atome de carbone oxygéné représenté par le signal a &
= 162,96 ppm qui ne peut que le C-2.
v La quatriéme avec un autre atome de carbone oxygéné représenté par le signal a &
= 182,05 ppm qui ne peut que le C-4.
Les protons H-3' et H-5' montre trois taches de corrélation :
v’ la premiére avec ’atome de carbone a 8 = 114,42 ppm confirme le C-3' et C-5".
v" La deuxiéme avec ’atome de carbone a 6 = 123,08 ppm attribuable a C-1".
v La troisiéme avec 1’atome de carbone a & = 162,96qui ne peut étre que C-2

Les protons H-2' et H-6' montrent:
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CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

Une tache de corrélation entre le H-2’ et H-6 avec un atome de carbone oxygéné 6 = 162,0
ppm, attribuable a C-4’. Ce dernier atome corré¢le avec les trois protons d’un groupement

méthoxyle a 6 = 3,85 ppm ce qui impose que C-4 est substitué par un groupement méthoxyle.
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Spectre n° 1V.14.4: Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-ds, 6 ppm) du composé¢ MF 04

~



CHAPITRE IV

RESULTATS ET DISCUSSIONS

| I|

TERA_2015

H-2', H-6', C-2

Ll -

HMEC Solid from fraction & FC550 mwestracts Linaria aegypiica in DMSO

100
i - = HS, C-10
H-3, C-10 110
H3,H5,C1 120
H-3,C-1' - H§,C-7 30 2
£
140 -
. H8,C-6 150
] " H-8,C-9
H-3',H-5',C-2 o
170

T T T T T T 1
82 81 8O 79 FE A7 Y6 75 4 73 72 F1 7D 695 68 &7 66 65 64 63 &2 61 6D

f2 {ppm)

Spectre n° IV.14.5 : Spectre HMBC (400 MHz, DMSO-d¢, 6 ppm) du composé¢ MF 04,

étalement

Tableau n° IV.15: Données de la RMN 'H du composé MF 04

Déplacement chimique 6 Attribution
(ppm)
55.40 OCHs
93.68 C8
102.95 C3
103.92 C10
114.42 C3°,CS
123.08 cr
127.84 C2’, C6’
129.08 C7
146.99 C5

~
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

149.85

153.34

162.00

162.96

182.05

C9

C6

¥

C2

C4

Toutes ces données menent a la structure finale qui est: Scutellarein 4'methyl ether[17].

HO

HO

OCHj

OH )

IV. 2. A. 5. Elucidation de la structure du composé MF 05

Dizplay FReport

SR S

Spectre n° IV.15.1 : Profile LC-MS et spectre de masse ESI/MS (-) du composé¢ MF 05
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La fluorescence noire violette de ce composé sous lumiere de Wood laisse supposer la
structure d’une flavone ou un flavonol substitué¢ en C-3.
L’examen de la série spectrale UV (Spectre n° IV.15.2) montre :

» La longueur d’onde d’absorption maximale dans le méthanol de la bande I a 343 nm
laisse supposer la structure de type flavone.

» L’addition de NaOH provoque un déplacement bathochrome de la bande I (AL = +37
nm) avec une augmentation de I’intensité optique ce qui suppose la présence d’'un OH en
4’. L’apparition d’une nouvelle bande dans ce méme spectre a 321 nm révele la présence
d’un OH libre en position 7.

» Un effet bathochrome de la bande I dans le spectre enregistré dans le milieu (AICIs
+MeOH) (AL = + 16 nm) comparativement au spectre enregistré dans le MeOH
indiquant la présence d’un OH libre en C-5.

» Pas de déplacement hypsochrome de la bande I en comparant les spectres AICl; + HCI

et AICl3, ce qui prévoit ’absence de systéme orthodihydroxyle sur le noyau B.

Tableau n° IV.16: Données de la série spectrale UV (A max, nm).

Réactifs Bande 1 Bande 11 Autres bandes Commentaire
MeOH 343 270 251 Flavone
+ NaOH 380 269 321 376 OR libre en 4'
OHen7
+AICI1 3 359 262 OH libre en 5
+AICl1 3 /HCI 354 259 Pas de ortho di-
OH sur le cycle B
+NaOAc 369 276 OHen7
+NaOAc/H 3 BO 3 348 270 Pas di OH
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Spectre n° IV.15.2 : Série spectrale UV du composé¢ MF 05

L’examen du spectre RMN 'H (spectre n° IV-12) montre:

Un singulet a 6 = 6,54ppm attribuable a H-3, ce qui confirme la structure d’une flavone.
un doublet dédoubl¢ d’intégration 1H a 6 7,45 ppm (J = 8,8 ; 2,4 Hz) attribuables a H-6’.
un doublet d’intégration 1H a 6 7,37 ppm (J = 2,0 Hz) attribuables a H-2’.

un doublet d’intégration 1H a 8 7,02 ppm (J = 8,4 Hz) attribuables a H-5".

un doublet d’intégration 1H a 6 6,43 ppm (J = 2,0 Hz) attribuable a H-8.

un doublet d’intégration 1H a § 6,22 ppm (J = 2,0 Hz) attribuable a H-6.
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Tableau n° IV.17: Données de la RMN 'H

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Déplacement Intégration Multiplicité (J Hz) Attribution
chimique 6 (ppm)
7,45 IH dd (J=8,8;2,4) H6’
7,37 1H d(J=2,0) H2’
7,02 1H d(J=284) HS’
6,54 IH S H3
6,43 1H (J=2,0Hz) HS8
6,22 1H (J=2,0Hz) H6
3,93 3H S OCH3
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Spectre n° IV.15.3 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CD30D, § ppm) du composé MF 05

~
o
S



CHAPITRE IV RESULTATS ET DISCUSSIONS

TR e ] . |
Sede] MEMDE n OIOONTIET - [MED! o Ypcinn o el errcior ree sty Lres sy m TR 2
ret

1
o]
| ik
e
+id
31

H-3
ta
H-Z 5 nE H-4 ¥
i 1 4
H-6 |
il :
i
R | A L T R S L L. R L Ui S b S S
1
3 i ha ) Iz 1 T4 Xl Iz X Ta L] L2 &r L343 i Lo L i, &1
1o i

Spectre n° IV.15.4 : Spectre RMN 'H (400 MHz, CD;0D, § ppm) du composé MF 05,
¢talement.
La combinaison des résultats de la spectroscopie RMN 'H et la série spectrale UV conduit
apositionner le groupement méthoxyle en position 4°, Ce qui mene a la structure suivante :

5, 7,3 -trihydroxy-4’-methoxyflavone (diosmetine) [18].

OH

OCH;

HO )

OH )
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IV. 2. A. 6. Elucidation de la structure du composé MF 06
L’examen du spectre de masse a haute résolution enregistré en mode électron ébulisation
Négative (LC-MS-négative) (Spectre II1-8-1) montre la présence d’un ion a m/z 366,4
correspondant a la formule Cis Hao Oa.
L’analyse du spectre 'H-RMN (Spectre n° IV.16.1) et son étalement (Spectre n° IV.16.,
IV.16.2 et IV.16.3) nous a permis de constater qu’il s’agit d’un gérmacranolide de type
salonitenolide portant une double liaison A 1(10) [19].
Dans la région du bas champ, nous avons constaté les signaux typiques correspondants aux
protons oléfiniques d’une double liaison caractéristique du groupe a-méthyléne y- lactone :
comme doublet a 6 5.70 (J=3.2, H-13a) et 4 6 6.16 (J= 4.0, H-13b). Ils se conjuguent avec le
proton H-7, qui se trouve en position allylique.
Le proton H-1 apparait comme un doublet dédoublé élargi a 6 5.47 (J = 12.0, 2.4) a cause de
sa conjugaison avec ses protons voisins H-2a, H-2b et avec le méthyle CH 3 -14, qui se trouve
en position allylique.
Dans la méme région, nous avons distingué :
v" Un triplet a 8 4.01 (J=17.2, 8.8 HZ) attribué au proton H-6, qui se conjugue avec ses
protons voisins.
v" Un doublet a 6 2.82 (J= 8.8 Hz) attribué au proton H-5, qui se conjugue avec le proton
H-6.
Dans la région du haut champ nous avons observé les signaux suivants:
v" Deux multiplet a 8 2.11 ppm et a & 2.07 attribués au proton H-8a et H-8b qui se sont
conjugué avec les protons voisins.
v" un singulet correspondants aux protons de méthyle dans la position C-15 a & =1.29
ppm
Dans la région du haut champ nous avons observé les signaux suivants:
v Un singulet 4 6 3.05 (m) attribué au proton H-7, qui se conjugue avec ses protons
v deux multiplets a & =2.56 ppm et a & =2.14 attribué au proton H-2a et H-
2brepectivement, qui se conjugue avec eux méme et avec les protons H-1, H-3b, H-3a
v" on observe également deux autre multiplets qui correspondant & H-3a et a H-3b a 8
=1.19 ppm et a 6 =2.10 respectivement, qui se conjugue avec eux mémé aussi et avec

H-2a, a H-2b et le méthyle.
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v Un doublet dédoublé a & 4.26 (J= 10.4, 2.4) attribué au proton H-9 qui se conjugue
avec le proton H-8 et avec H-7.

v Un singulet (intégrant pour 3 protons) caractéristique chez les sesquiterpéne lactones a
été détecté a o 1.76 correspondant au méthyle de la position C-14, qui se place sur le
C-10. Ce déplacement est indicatif du groupe des gérmacranolides sans chaine latérale
a hydroxyle enposition C-9.

v Un singulet a 8 1.30 attribué au méthyle de la position C-15.

Les valeurs des constantes de couplages a partir du proton H-5 jusqu’au proton H-7 nous

indiquent que les protons H-5/H-6 et H-6/H-7ont une trans-disposition.
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Spectre n° IV.16.3 : Spectre RMN 'H (400 MHz, acétone-ds, & ppm) du composé MF 06,

étalement 2.
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Tableau n° IV.18: valeurs des déplacements chimiques RMN 'H (400 MHz) RMN '3C

(100MHz) du composé MF 06 dans acétone-ds.

Node H o H ppm No de C 6 C ppm

H-1 5.47 dd (J=12.0,2.4 Cl 129.14

Hz)
H-2a 2.56 m C2 28.30
H-2b 2.14m - -
H-3a 1.19m C3 41.14
H-3b 2.10m - -

- - C4 61.29
H-5 2.82 d (J=8.8 Hz) Cs 70.79
H-6 4.1dd (J=17.2, 8.8 Cé6 86.89

Hz)

H-7 3.05m C7 47.95
H-8a 211m C8 43.56
H-8b 2.07m - -

H-9 4.26 dd (J=10.4, 2.4 9 83.96

Hz)

- - C10 136.68

- - Cl1 138.66

- - Cl12 169.67

H-13a 5.70 d J=3.2 Hz) C13 124.39
H-13b 6.16 d (J=4.0 Hz) - -
H-14 1.76 s Cl4 15.52
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H-15 1.30s CI5 33.60

L’examen simultané des spectres RMN 'H (Spectre n° IV.16.1) et HSQC (Spectre n° IV.16.5)
montre une corrélation entre le groupement CH; éthylénique a 6 C 124.55 et les deux protons
résonant a 6 6.16 (J=4.0) et a 6 5.70 (J= 3.2) indiquant un couplage allylique caractéristique
d’un groupement CH; conjuguée avec le carbonyle d’une lactone sesquiterpénique.

Ces informations confirment les attributions précédentes, que ces deux protons sont par
conséquent attribuables respectivement a H-13a et H-13b de la double liaison exocyclique C-

11 - C-13 et le carbone du groupement CH> est attribué au C-13.

|, l ' |
..I N M. [ P " LN 8 N A
TARAK 2015 Fio
HSC of H2 Linariz aamyptica .t
20
- - |
30
1 4
- '
Rl
* 50
3 &0
- 7o
m : ]
T
* 50 &
Fuwoo
F110
120
L]
- 130
140
150
160
170
T T T T 1 - T T T - 1 T T v T v T T T v T
5.5 S0 4.5 4.0 3.5 a0 25 2.0 15 1.0 05
2 (ppm)

Spectre n° IV.16.5 : Spectre HSQC (400 MHz, acétone-ds, 6 ppm) du composé MF 06
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Spectre n° 1V.16.6 : Spectre HSQC (400 MHz, acétone-ds, & ppm) du composé¢ MF 06,
¢talement.

L’examen du spectre COSY ('H- 'H) (Spectre n° IV.16.7) et la connaissance de H-13 et H-
13° permettent la localisation de H-7 résonant sous forme d’un multiplet a & 3,05 ppm. Ce
dernier correle avec trois protons résonant a 6 2,11 .2, 07 ppm (td ; J =11,2 ;4,5 Hz) et 4 0
4,01 ppm (t ; J = 17,02 Hz). Ces trois protons corrélant avec deux carbones différents (6 C
43,05 et 87,48 ppm respectivement) sur le spectre HSQC (Spectre n°® 1V.16.5), d’apres les
valeurs de leurs déplacements chimiques, ayant des signaux de multiplicité et triplet, sont
attribuables a H-8a et H-8b et H-6 respectivement. Ces attributions permettent de tirer
I’attention que la corrélation de H-6 sur le spectre HSQC (Spectre n° IV.16.5) avec le carbone
du CH a 6 87,48 ppm dont la valeur du déplacement chimique est caractéristique du point de
fermeture d’une lactone, indique que cette lactone sesquiterpénique est fermée en C-6.
Apres D’attribution de H-6 (t, J=17,2. 8,8 Hz, 6 4,01 ppm), H-7 (m, 6 3,05 ppm) et H-8a (m. &
2,11 ppm) et H-8b (m. 6 2,07 ppm) il devient aisé d’attribuer les signaux de H-1, H-5, H-2a et
H-2b grace au spectre COSY 'H- 'H (Spectre n° IV.16.7).
Un examen approfondi de ce spectre montre une corrélation entre H-6 a 6 4,01 ppm et un
signal masqué a 6 2,87 ppm qui doit &tre H-5 qui est corrélé avec le carbone résonnant a &
71,70 ppm dans le spectre HSQC.
Le signal a 0 5,47 ppm est attribuable au proton H-1 grace a sa corrélation avec le carbone

placé a 8 129.14ppm dans le spectre HSQC, ce dernier proton permet d’identifier H- 2a et H-
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2P situés a 6 2.56 ppm et a 6 2.14 ppm, cette supposition est confirmé par les corrélations de
ces noyaux avec le méme carbone résonnant a 6 28.30 ppm dans le spectre HSQC.

Suite a la corrélation observée entre H-1 et le méthyle situé a & 1,76 ppm dans le spectre
COSY 'H- 'H, il apparait que ce dernier ne peut étre que le méthyle-14 d’un germacranolide
que I’on placerait en C-10.

L’analyse de ce spectre nous a monté aussi une corrélation entre le proton H-2b, H-3a et H-
3b.

Le signal a & 1.30 ppm est attribuable au méthyle-15 d’un germacranolide grace a sa

corrélation avec le les protons H-3a et H-3b.
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-un carbone tertiaire portant les protons déblindé a 4,01 ppm indiquant la présence d’une
fonction alcoolique. Les corrélations H-H COSY du proton a 4,01 ppm avec les deux H-8,
positionnent I’hydroxyle sur le C-9.

En se basant sur la supposition que H-7 admet une stéréochimie o, H-6 doit étre orienté B, en
effet la valeur large de la constante de couplage (J 5,6 =J 6,7 = 8,8 Hz) suggere ’orientation
anti-periplanaire de ces deux protons (H-6, H-7), d’une part, et indique 1’orientation trans-
diaxiale des protons (H-5, H-6) d’autre part [20, 21].

L’orientation de ces trois noyaux (H-5, H-6 et H-7) est en accord avec les arguments
biogénétiques observés pour les germacranolides [22, 23].

Toutes ces attributions par I’examen du spectre COSY ('H - 'H) et du spectre HSQC
confirment les attributions précédentes qui ont été faite par I’examen du spectre RMN.

L’ensemble de ces informations conduit a la structure représentée ci-dessous.

(@]

9p-hydroxyparthenolide [24].
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IV. 2. A.7. Elucidation de la structure du composé MF 07

pour ce produit, I’ensemble des informations récoltées au niveau du spectre RMN 'H (Spectre
n° IV.17.1 ) montre que ce composé fait partie de la classe des phytostérols, notamment en
raison de la présence de six signaux a haut champ, d’intégration 3H, chacun correspondant a
des groupements méthyliques, repérés a[6 H 0.68 H-18 (s), d H 1.01 H-19 (s), 6 H 0.94 H-
21 (d), 8 H 0.88 H-26 (d), 8 H 0.84 H-27 (d) et 8 H 0.86 H-29(t). En outre, ’observation
d’un signal multiplet a & H 3.63 attribuable au proton H-3 ainsi que d’un signal de proton
oléfinique a 6 H 5.35 H-6 (1H, dl, J = 3,6 Hz) (Spectre n° IV.17.3) atteste de I’appartenance

de ce composé¢ a la famille des stérols.

T
t
=
FOAOENR=~TONANNTOIODO D mmmhmmmm'—manmqhmmmmonmhqvmmnmm'—oqmmommmmhoamh N Qomr
G0 20 0 =F £ 00 60 = LD 3 G0 = S N N N IO P IO P D O =N SW = 3 =0 = 03 W S0 W o O 0O SN 030 63N P U0 O3 S0 P LD S D W
O A0 LD AN = A0 30 00 W0 9 O Oh 30D 37 E0 WD O O N 0 £ r-a\eor-aqﬁ—amhmn—wnomwhuodm-—oe\ramﬂd'—.—amwmmvﬁ—cmhmwvn—commhhommﬁvﬁnnNm
D T T T B e e e e o T B e N  al at s Lt sl ot sl ot ST R T=1=1
w
-
«
o
- i [
|
f L T
I 1 | '
f [ it { |
W ik T % ] JII I
| | TR
| "R
o (WL i e e s (RN
-1 -
i =] -1 W ;m o o -] L-T -] P P~ -
- =] o N P= D W0 M~ P o™ - oM™ = = .
© = o =T @w oS W0 n (-] - O~ o o =
™~ 2 =L == (= sl B e D o 7
o - - {=RE N R ] (=] = e e o o~
10 8 6 4 2 [ppm]

Spectre n° IV.17.1 : Spectre RMN 'H (400 MHz, pyridine-d5, § ppm) du composé MF 07
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Spectre n° IV.17.3 : Spectre RMN 'H (400 MHz, pyridine-d5, § ppm) du composé MF 07,
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Spectre n° IV.17.2 : Spectre RMN 'H (400 MHz, pyridine-d5, § ppm) du composé MF 07,
¢talement 1.
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Tableau n° IV.19: Données de la RMN 'H

Déplacement Intégration Multiplicité J (Hz) Attribution
chimique o6 (ppm)

5,35 IH d(3.,6) H-6

3,98 1H multiplet H-3

0,68 3H S CH3 -18
0,84 3H d CH 3 -27
0,88 3H d CH 3 -26
0,86 3H t CH 3 -29
0,94 3H d CH 3 -21
1,01 3H S CH3-19

Le spectre RMN '3C J-modulé (Spectre n° IV.17.4) permet de visualiser la présence des

signaux

concernant la génine et l'unité osidique a savoir:

v
v

6 carbones méthyliques a 0 C 12,0; 12,1; 18,9; 19,1; 19,4 et 19,9
2 carbones oléfiniques dont un carbone CH et un quaternaire
résonant a 6 C 123,9 et 142,9 respectivement.

1 carbone oxyméthine a 80.4 ppm (C-3). Sa valeur du
déplacement chimique vers les champs faibles en comparaison
avec le méme carbone du B-sitostérol (71,8 ppm) indique qu'il est
le point de branchement de la génine avec 'unité osidique.

1 carbone anomérique détecté a 104,5 ppm (C-1").

4 groupements CH a 6 C 73.7 (C-4"); 77.3 (C-2); 80.0 (C-5") et
80.6 (C-3").

1 carbone oxyméthylene (CH: -O) a 64,8 ppm (C-6").
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Spectre n° IV.17.4 : Spectre DEPT 135 (100 MHz, pyridine-d5, 6 ppm) du composé¢ MF 07

L'expérience de corrélations homonucléaires COSY 'H- 'H (Spectre n° IV.17.5) appliquée sur
le composé en question atteste de la présence d'un hexose formé de 7 protons. Pour
l'identification de cette unité osidique, en partant alors du proton anomérique H-1' résonant a
5,05 ppm (1H; d; J = 6,1 Hz), on relie a travers leurs taches de corrélation, les protons H-2 6
(o1 4,06; t; J = 6,1 Hz), H-3’ 6 (61 4,30; t; J = 7,04 Hz), H-4' (6u 4,26; t; J = 8,6 Hz), H-5' (0u
3,94; m) et enfin les deux protons H-6'a (6u 4,57; d; J = 8,6 Hz) et H-6'b (0 H 4,42; dd; J = 9,1
et 3,4 Hz).

Au terme de ces résultats, les grandes valeurs de constantes de couplage suggerent qu'il s'agit

d'un glucose de configuration § (J H1’-H2’ 6 = 6,1 Hz).

I
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Corrélations COSY du f -glucose
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Spectre n° IV.17.5 : Spectre COSY (400 MHz, pyridine-d5, 6 ppm) du composé MF 07

L'expérience de corrélations longue distance HMBC (Spectre n° IV.17.6) permet d'identifier
les corrélations H/C en 2 J et *J. Ce spectre présente une tache de corrélation en 3J entre le
proton anomerique H-1' du glucose et le carbone C-3. Cette corrélation confirme

l'attachement de 1'unité osidique en position C-3 de la génine.
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Spectre n° IV.17.6 : Spectre HMBC (400 MHz, pyridine-d5, 6 ppm) du composé MF 07

L'analyse conjointe des spectres RMN 'H, RMN '3C J-modulé, COSY, HSQC et HMBC
permettent de caractériser tous les protons et carbones constituant la génine.
En conséquence, le composé MF 07 a été identifi¢ sans ambiguité au 3 f -D-glucopyranosyl 8

sitostérol [25, 26].

3-- D (+) glucopyranosyl B-sitostérol [27].
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Conclusion:

Les résultats de I’étude phytochimique concernant 1’espeéce T. microphylla et linaria
aegypticaea ont révélé la richesse de ces derniéres en métabolites secondaires ainsi que leur
diversité structurale. En effet, cette diversité est remarquée tant du point de vue squelette
hydrocarboné que du point de vue substitution ou 1’on signale la présence du : lignanes, du

sesquiterpene ainsi que des flavonoides de type flavone .
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V. Evaluation in vitro des activités biologiques

V. 1. Introduction

Dans I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que 1 butylhydroxyanisole
(BHA), butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroquinone
(TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et moins chers que les
antioxydants naturels.

Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils génerent un besoin de recherche comme
matiere de substitution d’aprés des sources naturelles comme antioxydants de la nourriture
[01]. En effet, on a assisté depuis les année 1980 a un engouement pour les produits naturels
,et au dévellopement des extraits végétaux a usage anioxydant qui auraient des propriétes
biologiques pouvant contibuer a réduire le risque de certains pathologies [02].

Beaucoup de tests standardisés évaluant 1’activité antioxydant sont simples, peu coliteux et
rapides a mettre en ceuvre. Les tests DPPH, TEAC et FRAP ont été retenus dans le cadre de
cette étude. Des modifications ont été, cependant, apportées afin de les optimiser et de les

adapter a notre étude.

V. 2. Protocole de travail

V. 2. 1. Test d’inhibition du radical DPPH

La capacité de piégeage des radicaux (RSC) des extraits de plantes contre stable 2,2-diphényl-
2-picrylhydrazyl hydrate (DPPH., Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Allemagne) a été
déterminée par spectrophotométrie par une méthode légeérement modifiée de Brand-Williams
et ses collaborateurs [03].

La solution de DPPH. Dans méthanol (6,5 x 10 -5 M) a été préparée un jour avant les mesures
sur un UV / lumiere visible spectrophotométre (Thermo Spectronic, Rochester, NY) a 515
nm. Les solutions des extraits ont été préparées en dissolvant I’extrait sec de 7. microphylla
dans MeOH. Deux ml de la solution de DPPHont été mélangés avec 50 pl d’extrait de
concentrations différentes (0,62, 1,25, 2.5and 5 mg / ml). Les échantillons ont ét¢ maintenus
dans l'obscurité pendant 30 min puis la température et diminution de l'absorbance a été
mesurée. L'absorbance d'un échantillon a blanc contenant la méme quantité de méthanol et de
la solution de DPPH" a été préparée et mesurée. L’ expérience a été réalisée en triple. La
capacité de piégeage des radicaux a été calculée par la formule suivante: I = [(As x Aa) / Ag]
%100, ou I est le pourcentage d'inhibition; Ag est 1'absorbance d'un échantillon a blanc (t =0

min); Aa est I'absorbance de la solution d'extrait(t = 30 min).
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V. 2. 2.Test de décoloration ABTS"*

Trolox capacité équivalente Antioxydant (TEAC) a été mesurée en utilisant le teste de
scavenging ABTS- * [04] [19]. Une solution mére de ABTS (2 mM) a été préparé par
dissolution dans 50 ml de tampon phosphate salin (PBS) obtenus par dissolution 8,18 g NaCl,
0,27 g KH2PO4, 1,42 g et 0,15 g de NaxHPO4 KCl dans 1 litre d'eau ultra pure. Si le pH est
inférieur a 7,4, il est ajusté avec NaOH. Eau ultra pure a ¢té utilis€é pour préparer la solution
de 70 mM de K>S,0s. ABTS- " Radical cation a été produite par la réaction de 50 ml de
solution mere ABTS avec 200 ul de K»>S>0g et laissé le mélange reposer dans l'obscurité a la
température ambiante pendant 15-16 h avant utilisation. Pour ['évaluation des extraits, la
Solution de I'ABTS © a été diluée avec le PBS pour obtenir I'absorbance de 0,800 + 0,030 a
734 nm. Trois millilitres de la Solution de ’ABTS" ont été mélangés avec 30 ul de solution
MeOH de l'extrait. L'absorbance a été lue a la température ambiante aprés 30 minutes. Une
solution de PBS a été utilis¢ comme échantillon témoin. Toutes les déterminations ont été
effectuées en triple. Le pourcentage de diminution de I'absorbance a 734 nm a été calculé par
la formule:. I = [(Ap x Aa) / Ag] x 100, ou I est le pourcentage d’ inhibition,%; Ag est
l'absorption de 1'échantillon a blanc (t = 0 min); A est 1'absorption de la solution d'extrait (t =
30 min).

V. 2. 3.Test de Ferrique réduire / pouvoir antioxydant (FRAP)

La capacité des extraits de plantes pour réduire les ions ferriques a celui ferreux, (dosage de
FRAP) est un autre indicateur fréquemment utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant [05]
[20]. Les ions Ferreux (Fe 2+) produite dans cet essai formes un complexe bleu (Fe 2+ /
TPTZ) absorbant a 593 nm.

En bref, la solution mére compris : 300 Mm d’ un tampon d'acétate (0,467 g de C> H 3NaO »
.3 H20 et 250 ml H20), pH 3,6, 10 mM de TPTZ (2, 4, 6- tripyridyl-s-triazine) dans 40 mM
HCl et 20 mM de FeCl 3.H;O.

La solution FRAP a été préparée en mélangeant 100 ml de tampon acétate, 10 ml TPTZ et 10
ml FeCls.6H>O puis chauffé a 37 °C avant de l'utiliser. 50 ul de chaque extrait a été mis a
réagir avec 1,5 ml de la solution de FRAP et 150 ul de H,O pendant 30 min dans 1'état
sombre.

La variation de l'absorbance (DA 593 nm) entre la lecture finale et A° a été calculée pour

chaque échantillon.
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V. 3. Résultats et discussions

V. 3. 1. Le contenu total en polyphénols

La teneur en polyphénols totaux (TPC) de I’extrait de I’Ether de pétrole et I’extrait de
chloroforme de 7. microphylla est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu.
L’extrait de I’Ether de pétrole avait TPC remarquablement inférieure (80,16 = GAE 1.92mg /
g) comparaison a I’extrait de chloroforme (151,55 + 8,06 mg GAE / g).

V. 3. 2. DPPH. essai de piégeage des radicaux

La capacité¢ de piégeage des radicaux des extraits d'éther de pétrole et de chloroforme de 7.
microphylla ont ¢té analysée en utilisant DPPH °. Comme DPPH ° capte un électron en
présence d'un piégeur de radicaux libres, I'absorption diminue et la décoloration résultante est
stoechiométrique en rapport avec le nombre d'électrons acquise [06], I'extrait de chloroforme
a exercé une inhibition de 86,60% et celui de 1'é¢ther de pétrole était 31,12% a 5 mg / ml et la
ICso de l'extrait chloroformique a été de 1,92 mg / ml, tandis que celle du I’extrait de 1’ether
de petrole a été 8,91 mg / mL.

Dans précédente étude, 'extrait méthanolique de 7. microphylla a montré une inhibition de

72% a 35 ul/ ml [14] .
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V. 3. 3. Test de décoloration ABTS'*

Le Test de piégeage ABTS ", qui utilise une absorbance a 734 nm de longueur d'onde et
nécessite un temps de réaction court, peut €tre utilis€ comme un indice qui reflete l'activité
antioxydante des échantillons d'essai [07].

Dans la Fig. 2, les extraits de chloroforme et I'éther de pétrole ont été trouvés efficace dans les
radicaux de piégeages et l'augmentation ¢était dépendant de la concentration. A 1,25 mg / ml,
I’ inhibition de I'extrait de chloroforme est 88,63% et celui de extrait d'éther de pétrole a été
18,09%. La ICso de extrait chloroformique était de 0,44 mg / ml alors que l'extrait de 1'éther de
pétrole était 03.43 mg / ml.
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Figue. 2. Abts activité de piégeage des radicaux

Tableau 1 : DPPH et ABTS. + propriétés de piégeage de I’extraits de chloroforme (CHCI;) et
I'é¢ther de pétrole (EP) de Thymelaea microphylla exprimée en capacité Trolox équivalent

antioxydant (TEAC, TE pmol/ g) dans l'extrait (E) et végétale Matériel (PM) poids sec (DW).
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Solvents Extract TEAC (umol/g) dans TEAC (umol/g) dans
rendement, ABTS™ DPPH’
% (W/w)
E PM E PM
CHCl; 0.16 1945.48+28 3.11 223.2+0.2 0.35
PE 0.120 214.19+2,69 0.25 133.2+0.4 0.15

V. 3. 4. Test de Ferrique réduire / pouvoir antioxydant (FRAP)

le test de FRAP mesure le potentiel de réduction d'un antioxydant réagir avec le complexe
tripyridyltriazine ferrique [Fe3 + -TPTZ] et produire une couleur tripyridyltriazine ferreux
[Fe2 + -TPTZ] [25]. L’essai de FRAP évalue les antioxydants dans I'échantillon en tant que
agents de réduction dans une réaction colorimétrique redox li¢ [08].

Dans la présente étude, les tendances pour 1’activités réductrices de l'ion ferrique des extraits
d'éther de pétrole et le chloroforme sont présentés sur la figure 03. L'absorbance de T. extrait
de microphylla clairement augmenté, en raison de la formation du complexe [Fe2 + -TPTZ]
avec une concentration croissante. Les extraits ont montré une augmentation de pouvoir

réducteur ferrique avec la concentration accrue .

-
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Tableau 2 : ferrique réduire pouvoir antioxydant (FRAP) et le contenu en composés
phénoliques totaux (TPC) des extraits chloroforme (CHCI3) et le pétrole éther (EP) de de
Thymelaea microphylla, exprimée en équivalent Trolox capacité antioxydante (TEAC, TE

umol / g) et les équivalents de l'acide gallique (TPC, mg GAE / g), respectivement.

Solvent | rendement, TPC TEAC rrar
% (W/w) E PM E PM
CHCl; 0.164 156.15+1.89 0.25 209.67+0.56 0.34
PE 0.128 80.16+1.89 0.10 | 223.11+3.39 0.28
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V. 3. 5. Photoisomérisation du tiliroside

Tiliroside était soumis & une Photoisomérisation avec l'utilisation des UV (photophysique
appliquée SEMI MICRO photochimique réacteur). Cis-tiliroside isomere était au début de 3%
dans le mélange de cis et trans tiliroside, la photoisomérisation de tiliroside en utilisant une
lampe UV 365 nm dans une période de 20 min nous a conduit a la cis-tiliroside a 15%. La
photoisomérisation de tiliroside en utilisant la lampe 254 nm dans une période d'une heure (60
minutes) nous a conduit a cis-tiliroside avec 19%, dans la derniére, la photoisomérisation de
tiliroside utilisant la lampe a 365 nm dans une période de 01 heures nous a conduit a la cis-
tiliroside 30%. En conclusion, la lampe UV 365nm a une bonne influence sur l'isomérisation
que la lampe UV 254 nm.

V. 3. 6. Activité antioxydante in vitro du tiliroside

Les flavonoides et leurs glycosides ont suscité un intérét considérable en raison d'une grande
variété d'activités biologiques, tels comme anti-oxydant [09], antiplasmodium [10],
cytotoxiques [11], anti-inflammatoires [12] et antidiabétique [13].

Cependant, aucune étude n'a été publiées dans la photoisomérisation d'un flavonoide et
¢galement pour 'évaluation de leur activité biologique apres la photoisomérisation, dans cette
¢tude, nous avons travaillé sur la photoisomérisation avec lampes UV d'une trans-tiliroside
qui a permis nous obtenons un mélange de cis-trans tilirosides avec proportion (70%, 30%)

respectivement, ces deux produits ont subi d’ une évaluation de l'activité antioxydante

(DPPH, ABTS, FRAP).
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Concentration DPPH inhibition ABTS inhibition FRAP (OD)
(mg/ml) (%) (%)
trans- mixture trans- mixture trans- mixture
tiliroside tiliroside tiliroside
0.31 4.90 1.70 6.98 28.20
- 0.110
0.62 7.39 291 12.78 50.99 0.133
0.110

1.25 7.60 4.90 23.69 71.98 0.123 0.176

2.5 10.55 8.47 34.60 87.60 0.156 0.268

5 14.54 13.17 49.56 92.16 0.217 0.39

10 21.82 21.41 57.41 97.05 0.309 0.406

Tableau 3: Les rendements et les caractéristiques anti-oxydantes de tiliroside et de cis-trans

tilirosides avec proportion (70%, 30%) respectivement, les valeurs sont exprimées en pmol

TE / g d'extrait.
Composé rendement, ABTS™ DPPH’ FRAP
% (W/w)
tiliroside 24.39 152.64+2.19 36.5+0.69 28.37+1.02
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trans-cis tilirosie 0.24 261.90+4.67 | 38.3242.07 | 18.46+0.49
(70%,30%)

Conclusions

En conclusion, I’ extraits de chloroforme de 7. microphylla a une teneur élevée en composés
phénoliques et d'un bon antioxydant l'activité, donc elles peuvent étre utilisées pour traiter
plusieurs maladies dans lesquelles il ya une augmentation de la production de radicaux libres.
Toutefois, les substances phénoliques peuvent étre responsables de 1'activité antioxydante de
l'extrait de chloroforme. Par conséquent, notre investigation chimique précédente a montré
que l'extrait chloroformique a plusieurs composés phénoliques et cela confirme la forte teneur
des composés phénoliques et la bonne activité antioxydante de cet extrait,

la photoisomerozation a montré que le cis-trans tilirosides (70% de 30%) a une bonne activité

antioxydante par rapport a trans-tiliroside.
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CONCLUSION GENERALE :

Le but principal de notre travail a été d’isoler, identifier les métabolites secondaires et
effectuer I’évaluation biologique de deux especes du genre thymelaea et linaria: Thymelaea

microphylla et linaria aegypticaea appartenant a la flore algérienne.

Notre choix pour ces deux especes est justifié par I’endémisme de ces deux plantes et le fait

que ces deux plantes ont un trés peu études d’investigations phytochimiques.

Apres extraction hydroalcoolique des parties aériennes des deux especes, concentration et
affrontements successifs au chloroforme, a I’acétate d’éthyle et au n-butanol, nous avons
soumis les extraits chloroforme et acétate d’éthyle obtenus a la batterie chromatographique
notamment la chromatographie sur colonne de gel de silice et sur plaques préparatives de gel
de silice. Les structures des produits isolés ont été¢ déterminées par la combinaison des
différentes méthodes spectrales a savoir la spectrophotométrie UV-Visible, la RMN et ses
séquences, bidimensionnelle : COSY, HSQC, HMBC, ainsi que la spectrométrie de masse IE
et ES.

L’¢tude phytochimique menée sur Thymelaea microphylla a permis 1’obtention de treize

produits purs. Parmi lesquels nous avons établi a I’heure actuelle la structure de dix produits.

Tous ces composés sont isolés pour la premiére fois de cette plante, cing composés sont
originaux pour le genre. Deux composés sont nouveaux pour la famille, ce qui constitue un
¢lément d’originalité remarquable et un apport chimiotaxonomique qui souligne la
contribution de ce travail a une meilleure connaissance phytochimique du genre Thymelaea et

de la flore algérienne.
Ces composés sont indiqués ci-dessous :
v" Vanilline.

v’ (+)-syringaresinol.

<\

Daphnoretine.

v' L'acide caféique.
v" 8-hydroxylinalol.

v Chrysoeriol.



v ladaneine.

v Luteoline.

v Trans-tiliroside.
v’ Cis-tiliroside.

Dans 1’étude phytochimique de 1’espéce linaria aegypticaea, nous avons pus isoler et
Identifier sept produits dont cinq sont nouveaux pour le genre, et qu'un composé est décrit
pour la premicre fois dans la famille de Scrophulariaceae. Ces résultats tout a fait originaux
soulignent tout I’intérét de ce travail et de sa contribution a la connaissance de la chimio
diversité de I’espece linaria aegypticaea du genre linaria et de la famille de Scrophulariaceae.

Ces produits sont :
v Acacetin.
v (+)-Syringaresinol.
v 3-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl) propan-1-one.
v Scutellarein 4'methyl ether.
v Diosmetine.
v" 9B-hydroxyparthenolide.
v' 3-B- D (+) glucopyranosyl B-sitostérol.

En effet, cette étude phytochimique de ces deux plantes a été tout a fait originale, elle nous a
permis d’identifier la structure de dix-sept produits de deux especes : 1. microphylla et L.
aegypticaea, dont cinq sont rencontrées pour la premiere fois dans le genre Thymelaea et deux
composés sont nouveaux pour la famille de Thymelaeaceae et cinq pour le genre linaria et

qu’un composé est décrit pour la premiere fois dans la famille de Scrophulariaceae..

Le potentiel antiradicalaire des extraits isolés a été déterminé par la méthode du DPPH,,
ABTS et FRAP Les résultats ont montré que ces extraits possedent une moyenne activité

antioxydante.



ABSTRACT

This work 1s devoted to the phytochemical study of two plants, Thymelaea microphylla
Coss. et Dur. and linaria aegyptiaca. belonging to the family Thymelaeaceae and
scrophulariaceae respectively. These two families are known for their richness in various
secondary metabolites. The objective of this work 1s the determination of the structures of
molecules 1solated from these plants, and the evaluation of the antioxidant activity of the major
product (tiliroside) which was 1solated from the ethyl acetate phase of Thymelaca microphylla
extract and plant extracts of this plant.

Several chromatographic methods were used in our experimental work which allowed
us to 1solate thirteen products from polar and semi polar phases of Thymelaea microphylla
Coss. et Dur. extracts among which seven were 1dentified and fully described. The
phytochemical study of linaria aegyptiaca, allowed us to 1solate ten products. The structures of
seven were 1dentified and fully described. All these structures were described for the first time
for the two species.

The methodology of purification was essentially based on the combination of different
solid-liquid chromatographic methods on different media (thin layer chromatography (TLC),
chromatography on silica column, high performance liquid chromatography (HPLC)).

The structural determination of the isolated secondary metabolites was carried out
thanks to the use of physicochemical and spectroscopic techniques including ultraviolet
spectroscopy (UV), mass spectroscopy (MS) and magnetic resonance spectroscopy (NMR).

For NMR spectroscopy, the dimensional techniques (‘H, "C, DEPT, J mod) and two-
dimensional (COSY, HSQC, HMBC) which we used, we were able to realize the final structure
determination and unequivocal most secondary metabolites isolated.

From a biological point of view, the various extracts 7hymelaca microphylla have an
average antioxydante activity.the chloroform extract can be considered a major antioxidant and

study can be deepened for therapeutic applications.

Keywords : Thymelaea microphylla, linaria aegyptiaca, antioxydante activity.
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RESUME

Ce travail est consacré a I’é¢tude phytochimique de deux plantes, Thymelaea
microphylla Coss. et Dur. et linaria aegyptiaca appartenant respectivement aux familles
Thymelaeaceae et scrophulariaceae. Ces deux familles sont connues pour leur richesse en
divers métabolites secondaires. L’objectif du présent travail est la détermination des structures
des molécules isolées a partir de ces deux plantes, ainsi que I’évaluation de I’activité anti-
oxydante du produit majoritaire (tiliroside) qui a été isolé¢ de I’extrait acétate d’éthyle de
Thymelaea microphylla et des extraits végétaux de cette plante.

Les différentes méthodes chromatographiques de séparation utilisées dans notre
expérimentation ont permis 1’isolement de treize produis des phases polaires et apolaire de
Thymelaea microphylla Coss. et Dur et la détermination structurale de dix d’entre eux.
Concernant I’espéce linaria aegyptiaca, cette étude a permis 1’isolement de onze produits et la
détermination structurale de sept d’entre eux. Tous ces composés sont isolés pour la premiere
fois des deux especes.

La méthodologie de purification a été essentiellement fondée sur la combinaison de
différentes méthodes chromatographiques solide-liquide sur différents supports
(chromatographie sur couche mince (CCM), chromatographie sur colonne de silice,
chromatographie liquide de haute performance (CLHP)).

La détermination structurale des métabolites secondaires isolés a été réalisée grace a
I’utilisation de techniques physicochimiques et spectroscopiques incluant la spectroscopie
ultraviolette (UV), la spectroscopie de masse (SM) et la spectroscopie de résonance
magnétique (RMN).

Pour la spectroscopie RMN, les techniques monodimensionnelles (‘H, '3C, DEPT,
Jmod) et bidimensionnelles (COSY, HSQC, HMBC) auxquelles nous avons fait appel, nous
ont permis de réaliser la détermination structurale définitive et sans équivoque de la plupart
des métabolites secondaires isolés.

D’un point de vue biologique, les différents extraits de Thymelaea microphylla
possedent une moyenne activité antioxydante.l extrait chloroformique peut étre considéré
comme un agent antioxydant de premier plan et leur étude peut étre approfondis en vue

d’applications thérapeutiques
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